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Einige Beitrage zur Kenntnis des Invertins. der Hefe. 
Von 


Dr. B. Hafner. 
Mit einer Tafel 


(Auszug aus der gleichbetitelten Tiibinger Inauguraldissertation vom Jahre 1908. — Au 
dem physiologisch-chemischen Institute zu Tubingen.) 


Der Redaktion zugegangen am 26. April 1904.) 


Uber die chemische Natur des Invertins sind nun schon 
eine ganze Rethe von Untersuchungen und zwar von den ver- 


schiedensten Forschern ausgefiihrt worden, und trotzdem kann 





man leider bis heute nicht sagen, dafii dadurch das Dunkel, 
das iiber dem Wesen dieses wie der andern Fermentkorper 
leet, auch nur in einigermaben befriedigender Weise aufgehellt 
worden wire: ja es will sogar scheinen, als ob tiberhaupt jeg- 
licher Versuch, hiertiber AufschlubB zu gewinnen, noch auf lange 
hinaus aussichtslos, jedenfails in jetziger Zeit noch sehr. ver- 
friiht wire. 

Aber wie dem auch sein mag, so diirfen wir uns doch 
nicht abhalten lassen, auch jetzt schon immer von neuem ein- 
zelne Fragen, die sich uns bet Bbetrachtung des Gegenstandes 
aufdriingen, laut aufzuwerfen und deren Beantwortung, so gut 
und so exakt es gehen mag, auf dem Wege des Experiments 
zu versuchen. Solche Untersuchungen konnen immerhin neue 
Tatsachen zutage fordern und kénnen Beitriige zu dem wissen- 
schaftlichen Materiale lefern, das notig ist, um die einstige 
Losung des Problems wenigstens vorzubereiten. Dabel ist dann 
keine Frage, auch keine Vermutung, selbst Wenn sie manchem 
als irrig erscheinen mag, nutzlos und umsonst: wenn sie nur 
nach irgend einer Seite hin zu eimer wissenschaftlichen Unter- 
suchung anreet, die eine bestimmte Antwort, Ja oder Nein, 
erwarten laibt. 
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Aus diesem Grunde habe auch ich mich nicht gescheut, 
die Beantwortung einiger Fragen zu unternehmen, die sich mir 
heim Studium der neuesten Arbeiten tiber das Invertin aufge- 
driingt hatten.  Vornehmiich, folgende Punkte sind es, die mir 
cufgefallen waren und emer experimentellen Untersuchung nicht 
unzuginglich erschienen. 

1. Die Asche der verschiedenen Invertinpriiparate ist, wie 
schon lange bekannt, stets  phosphorsiiurchaltig und besteht 
liberhaupt vornehmiich aus halium- und Magnesiumphosphat. 
Lift sich die Phosphorsiiture wohl ganz aus den Priiparaten 
entfernen, ohne die Wirksamkeit derselben zu zerstOren? oder 
gehort der Phosphor vielmehr selber zur Konstitution einer 
organischen Gruppe? Da wir tiber die Menge der in den wirk- 
samen Priiparaten enthaltenen Phosphorsiure bisher noch keine 
hinreichenden Angaben besitzen,!) so ist eine Reihe von Roh- 
invertinen, ebenso wie von gereinigten Priparaten, zu ver- 
aschen und der Phosphorsiiuregehalt) der einzelnen  Aschen 
quantifativ. zu bestimmen, 

2. Gehort das in den bisher dargestellten Invertinpraparaten 
stets auftretende Kohlenhydrat zur Konstitution der eigentlich 
wirksamen Substanz oder ist es in der Tat nur eine Verun- 
reinteung und libt sich diese vielleicht beseitigen? Ist das letztere 
der Fall, so wird ein davon befreites Priparat seine Wirksamkeit 
behalten: andernfalls muh es sie verleren. 

3. Stammit der in den einzelnen Invertinpriparaten regel- 
miifig. wenn auch in wechselnder Menge getundene Stickstoff von 
niheren und komplexeren Proteinderivaten oder von einer oder 
mehreren kleineren stickstoffhaltigen Gruppen, als da sind: Amino- 


siuren, AbkOmmilinge des Purins, Pyrimidins und dergleichen? 


Ausganegsmaterial und Darstellungsweise der wirk- 
samen Praparate. 

Fir die Darstellung meiner Priiparate habe ich mich nach- 

einander zweier verschiedener Arten von Ausgangsmaterial be- 

dient. Zu Anfang meiner Versuche benutzte ich dazu eine 


Bisher liegen nur einige Beobachtungen Salkowskis vor, die 


allerdings auf organisch gebundenen Phosphor hinweisen. Vergl. Diese 


Zeit cchrift, Rd AAAI. ae 5? 1 325. 
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reine PreBbhefe, von der mir durch die «Hefezuchtanstalt des 
Verems deutscher Spiritusfabrikanten» in Berlin’ mehrmats 
erobere Mengen in liberalster Weise zur Vertiigung gestellt 
wurden. Diese Hefe besab emen durchschnittlhichen Wasser- 
gehalt von 76°/o und einen Aschengehalt der Trockensubstanz 
von ungeliihr 9%) o. 

Aus etwa 10 ke derselben hatte vor mir schon. ein 
anderer Arbeiter des Instituts, Herr Dr. Hopfirer., zu wieder- 
holten Malen wirksames Invertin extrahiert: trotzdem lieferte 
mir die gleiche Hefe, als ich sie ein ganzes Vierteliahr nach 
jenem — sie war unterdessen in einem verschlossenen Gefiibe 
und ta der Kihle aufbewahrt worden — von neuem mit Wasser 
auszog, abermals reichliche Mengen des cewiinschten Fermentes, 
eine Tatsache, die deutlich darauf hinweist, dai die Hefezellen 
ihr Invertin nicht mit einem Male an das Wasser, mit) dem 
sie verrihrt werden, abgeben, sondern dai erst allmiihdieh, 
infolge langer fortgesetzter Maceration. immer neue wirksame 
Komplexe im Innern der Zelle sich losl6sen, um sodann aut 
dem Wege der Diffusion in die Aubentliissigkeit zu gelangen. 

Spiter zog ich es vor, das Rohmaterial aus einer unter- 
cirigen Bierhefe zu gewinnen, die mir von einer benachbarten 
Brauerei!) ebenfalls in zuvorkommendster Weise geliefert wurde. 

Die Darstellungsweise des ersten Rohpriiparats war in 
beiden Fallen, mochte das Ausgangsmaterial reine Prebhete odes 
sewOhnliche Bierhefe sein, im wesentlchen dieselbe, die schon 
\W. A. Qshborne?) bei seinen Versuchen tber das Invertin er- 
probt und empfohlen hatte. Sie bestand darin, dab jedesmatl 
etwa d ke Hefe mit 5 1 95—96°" oigen Alkohols in einer groben 
Reibschale gut angerieben, sodann, nachdem man den Bret 
einen Tag lang ruhig stehen gelassen, der Alkohol durch 
Filtration entfernt, die zuriickble:tbende Hefe wieder eimige Taze 
lang in einem groben Becherglase bet ziemlich kiihler Temperatur 
mit etwa 6 | Wasser. am besten unter bestindigem Um- 
ruhren mittels eimes Rithrwerks, digeriert und am Ende au 
mehrere grobe Faltentilter gebracht wird, um vom wisserigen 

', Brauerer Heinrich in Lustnau bei Tibingen 
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Auszuge getrennt zu werden: worauf der Brel wieder von neuem 
mit Wasser tibergossen und in der gleichen Weise so oft und 
so lange extrahiert wird, bis eine Probe der abfiltrierten Losung 
nicht mehr oder kaum noch invertierend wirkt. 

Das erste Filtrat wirkt jederzeit) energisch invertierend, 
ist immer stark gelb gefirbt, reagiert mit Lackmus amphoter 
und gibt mit molybdiinsaurem Ammoniak bei Gegenwart von 
konzentrierter Salpetersiiure eine starke Phosphorsiiurereaktion. 

Nun fiigt man zur Losung soviel Ammoniak hinzu, daB 
sie deutheh danach riecht, und erzeugt damit rasch eten dicken 
Niederschlag von Ammonium-Magnesiumphosphat, der, daer sich 
in kurzer Zeit eut absetzt, auch bald durch Filtrieren entfernt 
werden kann. Ist dies geschehen, so wird die LoOsung. wenn 
notig, auch noch durch ein Pukallsches Tonfilter gesauet und 
endlich das vollig klare Filtrat rasch bei einer 40° nicht iiber- 
steigenden Temperatur im Vacuum eingedampft. Aus dem 
zuriickbleibenden Sirup libt sich das wirksame Invertin ohne 
weiteres mit absolutem Alkohol ausfiillen. Man tut aber cut, 
alle einzelnen Ausziige vorher in gleicher Weise zu behandeln, 
ihre sirupdsen Ritickstiinde zu einem einzigen zu vereinigen und 
erst aus diesem das Invertin durch Zusatz des mehrfachen 
Volumens von absolutem Alkohol auszufallen. 

Der so erhaltene Niederschlag (Rohpraparat), der neben 
der wirksamen Substanz noch Eiweibstoffe und Mineralbestand- 
tele enthalt, wird nun zuniichst aufs Filter gebracht, da noch- 
mals mit absolutem Alkohol gewaschen, hierauf mit lauwarmem 
Wasser in eine Reibschale gespiilt und darin zu einem diinnen 
Bret angerieben, den man in einem Becherglase noch weiter 
verdiinnt und einige Stunden stehen laBt. 

Nach dieser Zeit hat sich auf dem Boden des Glases 
eine dicke schleimige Masse abgesetzt, von der die wirksame 
Losung abermals durch Filtrieren getrennt wird. Es ist zweck- 
miibig, diese LOsung, um sie weiter zu reinigen, nunmehr noch- 
mals mit Ammoniak zu versetzen, zu dem Zwecke, damit einen 
neuen Niedersehlag von Ammonium-Magnesiumphosphat zu er- 
zeugen, und endlich das Filtrat von diesem einer lingeren Dialyse 
durch Pergamentpapier zu unterwerfen, 
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bemerkenswert war mir. wenn ich mit reiner Prefhefe arbeitete. 


das jedesmalige Unwirksamwerden der Lésung nach dem Zusatze des 
Ammoniaks und ebenso die langsame Wiederkehr der Wirksamkeit — 
freilich nicht immer der vollen — nach mehrtiigiger Dialyse 

Nach Beendigung der Dialyse mub der Inhalt des Dialysators 
von neuem im Vacuum eingedampft und das Invertin aus dem 
ubrigbleibenden Sirup mit viel absolutem Alkohol gefillt werden. 

Fiir die Dialyse benutzte ich nicht mehr den seit Kiihne 
iblichen Pergamentschlauch, sondern einen Apparat, der es 
nicht nur ermogtichte, eime groBbere Menge der LoOsung (1,5 | 
und mehr) auf einmal zu verwenden. sondern zugleich aueh 
Losung wie Aubenwasser in fortwithrender strOmender Bewegung 
zu erhalten. 

Der Apparat (siehe beifolgende Zeichnung) besteht aus 
foleenden Teilen: 1. dem zylindrischen Porzeilangestell A, das 
sich mit einer groben Pergamentmembran tiberziehen libt: 2. 
der holzernen Rolle B, die ebenso wie das Porzellangestell, 
letzteres vermiltelst des holzernen Conus s, auf der metallenen 
hohlen Axe C befestigt ist, welche threrseits von dem Arme D 
eines eisernen Halters, in dessen Ringen rr sie liiuft, getragen 
wird: 3. dem gliisernen Riihrer E, der durch die hohle Axe 
hindurch in das Innere des Dialysators hineinragt, wo an 
seinem unteren Abschmitt 2 Reihen elaserner Schaufeln ange- 
schmolzen sind, wiihrend sein oberes Ende von der metatienen 
sleichfalls am Halter befestigten Klemme EF unbeweglich er- 
halten wird: 4. einem egroben, elwa 10 1] fassenden, mehr als 
zur Hiilfie mit destilliertem Wasser gefiiliten dickwandigen 
Glaszylinder G, in welchen der mit der LOsung beschickte Per- 
gamentzylinder eingesenkt wird, soweit, dal das Niveau der 
Fliissigkeiten innen und aufen gleich hoch steht. 

Vermittelst der Triebschnur t kann die Rolle entweder 
von einer kleinen Wasserturbine oder auch von einem kleinen 
Heibluftmotor, der durch eine Bunsenflamme betrieben wird, 
in Bewegung gesetzt werden. Die Zeichnung gibt bei T das 
Bild einer Turbine mit den Rohren fiir Wasserzu- und -abflub. 
Beginnt sich nun der Pergamentzylinder zu drehen, so wird 


alsbald auch das umgebende Wasser in rotierende Bewegung 
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versetzt. Da aber der Riihrer unbeweglich befestigt ist, so 
hildet er mit seinen Schaufeln ein Hindernis ftir die = gleich- 
mibige Vorwiirtsbewegung der im Innern befindlichen Losung 
und bewirkt vielmehr eine soleh fortgesetztes Wirbeln und 
Durcheinandermischen der letzteren, daB wiihrend der ganzen 
Dauer der Dialyse immer neue Teilchen an die innere Ober- 
fiiche der Membran gelangen und so den gewiinschten Prozeb 
erheblich beschleunigen. 

Das Porzellangestell ist, wie aus der Zeichnung ersichtlich, 
von zwel mit je einer horizontalen Rille versehenen Ringen 
eebildet, die durch schmale Liingsstiibe miteinander verbunden 
sind, und besitzt eine Hbhe von 25 und einen Kreisdurchmesser 
von 10 em. Das Uberziehen derselben mit der Membran ge- 
selieht in der Weise, dafb der untere Porzellanring fest auf 
einen grofen, vorher gut durehfeuchteten, auf emer sauberen 
dicken Cdasplatte ausgebreiteten Pergamentbogen (sogen, echtes 
Pergament Nr. 2) aufgeprebl und hierauf der tiber den Ring 
hinausragende Teil der Membran von unten um das Gestel 
heraufgeschlagen und durch Umsehniiren mit Bindfaden an den 
beiden Ringen des Gestells, da wo sich die Rillen befinden, 
festvebunden wird. (Siehe auf beistehender Zeichnung Fig. 2.) 

Dadurch entsteht ein Hohlraum, dessen Bodentliche nahezu 
flach, dessen Seitenwiinde aber stark g@efaltet sind. Anstatt 
ein Fehler zu sein, sind die dadurch bedingten Ausbuechtungen 
vielmehr von Nutzen: denn sie vergrobern nur die Obertliche. 
Auf die Auswahl der Membran muh die grofite Sorgfalt ver- 
wendet werden, Jedenfalls ist vor der Benutzung des Appa- 
rates nochmals genau zu priifen, ob nicht irgendwo ein feines, 
kaum sichtbares LoOchelchen in ihr vorhanden ist, was sich 
nach dem Eingieben von Wasser in das Innere alsbald durch 
rascheres Abtropfen an solchen Stellen zu erkennen gibt. 

Dauert die Dialyse, wie gerade in unserem Falle, nicht 
blofi Tage, sondern bisweilen mehrere Wochen an, so mub 
die Aubenfliissigkeit, um das Diffusionsgefiille moéglichst hoch 
zu erhalten, Ofter, jedenfalls tiglich, erneuert werden. Ferner 
ist, wenn die Versuche im Sommer angestellt werden, dafiir 
Sorge zu tragen, dab weder die Losung im Innern noch die 
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Aubenfliissigkeit in Fiiulnis geraten. Es empfiehlt sich deshalb 
der Zusatz von etwas Toluol zu beiden. 

Zu dem ersten derartigen Versuche, ein) wirksames In- 
vertinpriiparat darzustellen, wurden 5 Kilo der obengenannten 
reinen Prefhefe angewandt. Nachdem ich diese Menge 4mal 
nacheinander mit Wasser ausgezogen, die vereinigten Ex- 
trakte in oben beschriebener Weise behandelt und namentlich 
die Dialyse 8 Tage lang fortgesetzt hatte, erhielt) ich aus der 
Innenfliissigkeit des Dialysators durch Fallen mit) absolutem 
Alkohol, Waschen des Niederschlags mit Alkohol und Ather 
und Trocknen desselben im Vacuum tiber Schwefelsaéure zuletzt 
nur noch 3.1 ¢@ eines leichten grauweiben Pulvers, das sich 
allerdings sehr wirksam erwies. 

Die Analyse desselben ergab folgendes: 


Aschenbestimmung, 


I. 1.8686 ¢ trockener Substanz lhinterliefen 0.0379 g, entsprechend 
2.03% Asche: 
2. 0.0379 ¢ Asche enthielten 0.0309 ¢ P,O., entsprechend 81.549. PLO. 


oder 33.60°/o P. 
Daraus berechnet sich fiir das Invertinpriiparat selbst ein Gehalt 


pe 1 me) ( 
VON 1.69% 0 ges oder 0.72°%/o Pr. 


hiementaranalyse. 


1. O.1985 ¢ trockener Subst. lieferten 0,317 ¢ Kohlensiiure u. 0.1195 ¢ Wasser; 
2, 0.2687 » > » gaben nach Kieldahl O.OLO9 «© stickstoff. 


Also enthielt die aschenfreie Substanz: 


(; 4h 0 0 
H 6.5620 
N t,16°/0 


Zu den Analysen sei bemerkt, 1. daf\ ich die Substanz zum Zwecke 
der Kohlenstoff- und Wasserstoffbestimmung erst mit etwas Kalium- 
dichromat vermisecht und dann im Schiffchen verbrannt, 2. dafS ich die 
Aschenbestimmungen, ebenso wie KGlle.') nach der Methode vonStrecker 
ausgefiihrt habe. Danach wird vekanntlich eine Menge von etwa I—2 g 
der trockenen Substanz vorsichtig im Porzellantiegel verkohlt, sodann 
der aschenhaltigen Kohle soviel konzentriertes Barytwasser von be- 
kanntem Gehalte zugefiigt, dafi etwa die Hilfte mehr BaO’ vorhanden 
ist, als die in der Asche anwesende Phosphorsiiure zu binden vermag, 


und endlich, nachdem die Lésung auf dem Wasserbade eingedampft 


worden, mehrere Stunden lang bei schwacher Rotglut im Muffelofen er- 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXIX. S. 430, 
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hitzt. Zuletzt-wird der Riickstand mit etwas Ammoniumkarbonatlésung 
befeuchtet, um etwa ungebundenes BaO in’ Baryumkarbonat tiberzu- 
filiren, und dann nochmals etwa eine Stunde lang schwach in der Muffel 
gecliht. Nach dem Wiigen des Gliihriickstandes wird die Kohlensiure 
desselben zweckmiifiig nach Kolbé') bestimmt und, wenn dies geschehen, 
deren Gewicht samt dem des zugesetzten Baryumoxyds vom Gewichte 
des Tiegelinhaltes abgezogen, so dafs sich der Rest als Gewicht der vom 
verbrannten Praparate allein herriihrenden Asche ergibl. 

Da erst spiéter, als mir Invertinpriiparate von gréferem Aschen- 
gehalte zu Gebote standen, genauere Analysen von solehen Aschen aus- 
eefihrt werden konnten. so habe ich mich beim ersten, wie beim folgenden 
Priiparate, mit derBestimmung desPhosphorsiuregehaltes derselben begntigen 
miissen. Ich will aber doch schon hier an einem einzelnen Beispiele 

es betrifft, das spiiter (S. 19) zu erwiihnende Invertin I[b — den 
Gang emer Aschenanalyse, wie sie bei mehreren Priparaten durchgefiihrt 
wurden, ausfiihrlich beschreiben: 

2? S698 ¢ trockenes Invertin wurden mit 1.1801 ¢ BaO in an- 
gegebener Weise verascht. Die zuriickgeblicbene baryumkarbonathaltige 
Asche wog 1.9262 ¢. In 1.3628 ¢ dieser Asche wurde die Kohlensiiure 
nach Kolbe bestimmt. thre Menge betrug 0.0503 ¢, also 0.1134 ¢ Kohlen- 
siure auf 19262 ¢ Gesamtasche. Wir finden also 1,9262 — (1,1501 
+- O1134 = 0.6327 ¢ Asche in 2.8698 © Invertin, d. h. 22.04%. 

Zur quantitativen Bestimmung einzelner Aschenbestandteile wurde 
die salzsaure L6sung der Asche zuniichst vom unloslichen Baryumsulfat 
abfiltrier’ und das Filter samt darauf befindlichem Niederschlage mit 
warmem Wasser gewaschen, getrocknet, im Platintiegel verascht und 
gevliht. Es hinterblieben O1535 ¢ BaSO,, entsprechend O0,0526 ¢ SOg. 
Das salzsaure Filtrat samt Waschwasser wurde mit Ammoniumkarbonat 
versetzt, bis eine schwache bleibende Triibung entstand, die ich durch 
einige Tropfen Salzsiure wieder beseitigte. Dann setzte ich tropfen- 
weise Ferrichlorid hinzu, bis die iiber dem entstehenden gelblichweiben 
Niederschlage des Ferriphosphats befindliche Fliissigkeit braun gefirbt 
erschien, verdiinnte auf ungefiihr 400 cem mit heifem Wasser, erhitzte 
zum Sieden, kochte etwa noch e:ne Minute, filtrierte und wuseh dann 
mit heiBem, ammoniumacetathaltigem Wasser gut aus. Nachdem ich 
sodann den Niederschlag mit warmer, verdiinnter Salpetersiiure gelost, 
die Phosphorsiiure aus dieser LOsung mit molybdinsaurem Ammoniak 
ausgefaillt und den neuen Niederschlag wieder mit warmem Ammoniak 
eelOst hatte, wurde endlich die Phosphorsiiure in bekannter Weise mit 
Magnesiamixtur gefillt und nach dem Auswaschen und Glithen als 
Magnesiumpyrophosphat gewogen. Es hinterblieben 0.4868 ¢ M,P.0., ent- 
sprechend 0.3104 ¢ ria, 


') Fresenius, Quantitative Analyse, I, 6. Aufl., S. 449. 
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Im Filtrate vom Eisenniederschlage befanden sich nun die alkalischen 
Erden und Alkalien. Das Baryum wurde daraus, da seine Gesamtmenge 
ja bekannt war, ohne weiteres mit verdiinnter Schwefelsiure ausge- 
schieden, das baryumfreie Filtrat aber in einer Platinschale zur Trocken 
verdampft, die Ammonsalze verjagt, der zuriickgebliebene Rest in wenig 
Salzsiiure gelést und diese Lésung genau bis auf 100 cem verdiinnt. 

D0 ecem dieser Losung wurden zur Bestimmung der Magnesia ver- 
wendet. its wurden gefunden 0.014 g Mg,P,0., in 100 com also 0,028 g. 
entspret hend O.OL02 MeO. 

In eigen Fillen wurde noch eine Trennung mit Ammoniumoxalat 
vorgenommen, um auch noch etwa vorhandenen Kalk zu bestimmen. 

Aus den anderen 50 cem der Losung wurde die Magnesia mit 
Barvtwasser als Magnesiumhydroxyd abgeschieden und im Filtrate davon. 
nachdem ich das Baryum mit Ammoniumkarbonat entfernt, séimtliches 
Alkali als Sulfat bestimmt und auf Kalium umeerechnet. So fand ich in 


50 com 0.0756 ¢, in 100 cem also 0.1012 ¢ KySO,. entsprechend O,U817 ¢ K,O. 


Kin zweites wirksames Priiparat. das in derselben Weise 
wie das erste aus einer andern Portion, und zwar abermals 


aus 5D ke, der gleichen reinen Prebhele dargestellt worden war, 


lieferte bei der Analyse folgende Zahlen. 


Aschenbestimmune. 


|. 2.3757 © trockener Substanz hinterliehen O,0420 o 180" Asche. 
2. 0.0429 ¢ Asche enthielten 0.0354 ¢ P,O., entsprechend 82,70° o P,O, 
oder 36.11 ° P. 
Das veraschte Priiparat besafs demnach 1.4% PLO. oder 0,65° 


Klementaranalyse. 
1. 0.2195 ¢ trockener Subst. lieferten 0.3571 ¢ Kohlensiureu.0.1372 eWasser 
2. 0.4268 ¢ trockener Substanz gaben nach Kjeldahl 0.009545 @ Stickstoft 


Das Priiparat enthielt demnach aschenfret: 


N — 2,29 
In folgender kleinen Tabelle sind meine eigenen analytischen 
Resultate mit denen zusammengestellt, die Herr Dr. Hopfner 
vor einigen Jahren bei der Analyse zweier Priiparate erhielt. 
die er in dihnlicher Weise, wie ich, aus derselben Berliner Pref 


hefe gewonnen hatte. 














bil vi Asche nvehalt —_ 

Prapa- C in %/o H in °’o N in °%o Autor 
end n “/o 
| bb b+18 6.66 4,26 7 

os Dead , aes Hopfner') 
A 2.40 tt. 4 6.29 4.16 j 
5 2.03 ib 6.86 4,16 ly , 
age cs afner 

2 1.86 15.17 1,13 2.23 ' 


Sieht man ab von dem stark abweichenden Stickstoff- 
vehalte meines Praparates 2 — dessen niedriger Zahlenwert 
aber wahrscheintich auf einem Fehler der Analyse beruht —, so 
deutet die ungefiihre U bereinstimmung der sonstigen analytischen 
Daten in der Tat auf eine merkwirdige Gleichartigkeit der 2 
zu verschiedenen Zeiten und von verschiedenen Autoren, aber 
aus der gleichen Hefeart, dargestelllen Priparate. 

Wie oben angegeben, waren die von mir analysierten 
Priiparate, ebenso wie diejenigen Hopfners, aus der im Innern 
des Dialysators zuriickgebliebenen Losung gewonnen. 

Wie verhiell es sich nun mit dem wirksamen Ferment, 
das bekanntlich wahrend lange tortgesetzter Dialvse regelmabig 
neben den Salzen durch die Membran nach auben = dringt ? 
Schon Ko6lle?) klagt dartiber, dab bet seinen Versuchen, das 
Ferment zu reinigen, withrend der mehrtigigen Dialyse durch 
die ihm zu Gebote stehenden Pergamentschliituche mit den an- 
organischen Salzen jedesmal auch eine ziemlich reichliche Menge 
wirksamer organischer Substanz diffundiert sei. Ich setber 
machte die gleiche Beobachtung und zwar fand ich die Auben- 
liissivkeit bald deutlich wirksam. Ja es gelang sogar, als ich 
die AuBenfliissigkeit von mehreren Tagen sammelte und im 
Vacuum bei 35° auf ein kleines Volumen eindampfte, daraus 
dureh Zusatz von viel absolutem Alkohol einen Niederschlag 
zu fitllen, der nach dem Waschen mit absolutem Alkohol und 
Ather und nach dem Troeknen im Vacuum tiber Schwefelsiiure 
ein iihniiches leichtes, hellgelbes Pulver darstellte, wie das aus 
der Innenfliissigkeit, ein Pulver, das stark wirksam war, keine 

Auch Hopfners Kohlenstoff-, Wasserstoff- und Stickstoffprozente 


‘ ’ 
sind auf aschenfrete Substanz berechnet. 
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Einige Beitriige zur Kenntnis des «Invertins> der Hefe. 1] 
Biuretreaktion gab, wohl aber nach dem Kochen mit Salzsiiure 
Fehlingsche Losung reduzierte, zum Beweise dafiir, dal} auch 
diesem ziemlich leicht diffundierenden Komplexe ein Kohlenhydrat 
anhing.?) 

Anfangs hegte ich wohl den Verdacht, dai die Membran 
irgendwo ein Leck haben moge, ein Léchelchen oder einen 
feinen Rif, durch den die L6sune als Ganzes nach auben 
sickern kénne. Indessen wurde dieser Verdacht bald durch die 
Tatsache widerleet, dab das Fliissigkeitsvolumen im= Innern 
nach mehreren ‘Tagen merklich gewachsen, sein Niveau iiber 
das iiubere gestiegen war. 

Den Phosphor des Rohinvertins vollig durch die Dialyse 
zu entfernen, ist mir nicht gelungen. Ich habe die Losune jenes 
aus der zweiten Reinhefeportion dargestellten Rohpritparats 
sogar einer 24 Tage andauernden Dialyse unterworfen. Zuletzt 
konnte in dem tiiglich erneuerten AuBenwasser nur noch dann 
Phosphorsiiure nachgewiesen werden, wenn wenigstens 500 cem 
desselben bis auf wenige Kubikzentimeter eingedampft worden 
waren: aber trotzdem erwies. sich, wie oben gezeigt wurde, 
das aus der Innenfliissigkeit am Ende dargestellte Invertin- 
priiparat bei der Veraschung immer noch als phosphorhaltig. 

Zu wiederholten Malen hatle ich an den aus der Ber- 
liner Reinhefe dargesteliten Priiparaten die bedauerliche kr- 
fahrung gemacht, dafi sie sowohl geven Ammoniak, wie gegen 
Alkohol déufBerst empfindlich waren. Waren namentlich die 
spiiteren Ausziige auch bis nach dem Eindampfen im Vacuum 
immer wirksam geblieben, so verloren sie doch diese Wirk- 
samkeit zu hiufig bald nach der Fiillung mit Alkohol. Und 
doch war sowohl der Alkohol, wie der zum Waschen benutzte 
Ather stets vollkommen rein. Mit Aceton als Fiillungsmitte] 
machte ich keine besseren Erfahrungen. 


In der Erwagung, dab diese Empfindlichkeit vielleicht mit 


') Dafi das der Hefe eigentiimliche Kohlenhydrat durch Pergament- 


papier diffundiert, hat auch schon Wroblewski beobachtet. In Bd. 31, 
Ss. 1134 der Berliner chemischen Berichte sagt er dariiber: <Dies 
Kohlehydrat wirkt nicht invertierend, es dialysiert schwer, aber leichter 
als die Proteinstoffe>. 
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der Natur der verwandten Hefe selbst, mit ihrer Reinzucht, 
also dem Umstande zusammenhingen dirfte, dab sich diese 
Hefe unter moglichst gtinstigen Bedingungen, geschiitzt vor 
fremden und feindlichen Mékroorganismen, hatte entwickeln 
diirfen und deshalb, wenn der Ausdruck erlaubt ist, etwas 
verzirtelt war, wendete ich mich zwecks weiterer Versuche 
einer gewoOhnlichen, im Kampfe ums Dasein mehr abgehirteten 
Praxishefe zu, und zwar der untergiirigen Bierhefe, in 
der Hoffnung, daraus Praparate zu gewinnen, die auch von 
Alkoho! und Ammoniak weniger geschiidigt wiirden. 

“ur Darstellung des ersten Rohpriiparates aus diesem 
Materiale befolgte ich im Prinzip gleichfalls die Methode von 
Osborne, nur in nachstehend beschriebener Weise modifiziert. 

Zuniichst wurde die frische Bierhefe durch Sieben und 
Waschen mit Wasser von 1—3° Temperatur von den Bestand- 
teilen der vergorenen Bierwiirze gereinigt, hierauf aber durch 
Absaugen auf der Nutsche wiederum moelichst von dem 
duberlich anhaftenden Wasser befreit. Die so vorbereitete 
Hefe, die eine gelblichweibe Farbe, schwachen Geruch und 
einen Wassergehalt von 75—80°/o besab, wurde nun mit dem 
eleichen Gewichte 96° oigen Alkohols tibergossen, damit) zu 
einem. eleichmibigen Breit angerieben und dieser 24 Stunden 
lane ruhie stehen gelassen. Alsdann wurde der Alkohol durch 
Papierfilter oder, was noch besser, durch ein Flanelltuch ab- 
geseiht, die riickstiindige Masse mit dem = doppelten Gewichte 
Wasser, unter Zusatz von etwas Toluol (15 ¢ auf 11), an- 
eeriihrt und der Bret 2—38 Tage lang unter stetem Umriihren 
ber einer ziemlich niedrigen Temperatur, hochstens 2—5° tber 
Null. erhalten. Am Ende wurde er auf mehrere Faltenfilter 
gebracht und, falls die Fltissigkeit nicht vollig klar ablief, die 
Filtration derselben unter Zusatz von etwas spanischer Erde 
wiederholt. Das endlich gewonnene klare, gelbgefiirbte, tibrigens 
angenehm riechende Filtrat wurde hierauf im Vacuum. bei 
einer 40° nicht tibersteigenden Temperatur bis zum diinnen 
Sirup cingedampft, dieser in ein Becherglas gegossen, mehrere 
Stunden im Kiihlen stehen gelassen und, nachdem = sich die 


ausgeschiedenen Stoffe (anorganische Salze ete.) hinlanglich 


—————— 


+ 
~~ 
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abgesetzt. wiederum filtriert. Das unterdessen etwas braun 
cewordene Filtrat ward jetzt in kleinen Portionen folgender- 
mabhen weiter behandelt 

Zunichst setzte ich zu je 50 cem desselben, die sich in 
einem 500 ecem = fassenden Becherglase befanden, unter fort- 
wiihrendem Umschwenken langsam 50 ecm oder wenig mehr 
absoluten Alkohols hinzu. sodal die Fliissigkeit oben triibe 
oder milehig ward, aber doeh noch keine wetben Flocken aus- 
schieden: dann fiete ich dieser Mischung weniestens noch 
300 cem absoluten Alkohols auf einmal zu ound lieb nun das 
Ganze nach emmeligem Umschwenken einige Minuten rule 
stehen, bis sich die Hauptmenge eben in Gestalt weifer oder 
eelber Flocken abgesetzt hatte. Hierauf goh ich den dariiber- 
stehenden noch milechigen Alkohol ab und iibersehiittete den 
Niederschlae nochmals mit 200—300 cem absoluten Alkohols. 
Jegliches Rihren mit einem Classtabe wurde dabei absichthch 
vermleden, da der Niederschlag sonst als harzige Masse an 
diesem festklebt, die — eine bemerkenswerte, auch von Anderen 
bereits mehrfach gemachte Erfahrune — nach dem Trocknen 
bald unwirksam wird. 

Davegen habe ich es ratsam gefunden, das ausgeschiedene 
Rohinvertin noch 1—2 mal mit kletnen Mengen absoluten <Al- 
kohols zu tibergieben und es erst dann, wenn es infolee mehr- 
stiindigen Stehens unter diesem seine weiche Konsistenz verloren 
hatte, aufs Filter zu bringen, daselbst nacheinander mit eb- 
solutem Alkohol und wasserfreiem Ather auszuwasehen und es 
zuletzt durch Absaugen auch von diesem zu befreien. Es. ist 
ferner zweckmiifig, den Niedersehlag nicht auf ein) elnziges 
eroferes Filter aufzugieBen, sondern thn auf mehrere kleine 
Filter zu verteilen, da er dann leichter auszuwaschen und 
rascher zu trocknen ist. 

Aus den abgegossenen Portionen des milchig getriibten 
Alkohols, die in einem Glase vereinigt und kiihl gestellt wurden, 
schied sich nach einigen Stunden nochmals eine anseliniiche Menge 
eines weiblichen Niederschlages aus, der in gleicher Weise 
wie die Hauptmenge gesammelt und gewaschen werden konnte. 


Nach dem Trocknen im Vaeuum iiber konzentrierter Schwefel- 
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siiure stelite dieses Rohpriparat ein auberordentlich wirksames, 
weibes oder hochstens gelblich gefiirbtes, lockeres Pulver dar, das 
frei war von Jeglicher harzigen oder gar hornartigen Beimengung. 

Der soeben gegebenen Beschreibung des allgemeinen Ver- 
fahrens, nach welchem nacheinander 4 verschiedene Portionen 
bierhefe mehrmals extrahiert und die erhaltenen Extrakte ver- 
arbeitel wurden, habe ich noch einige speziellere Bemerkungen 
hinzuzufiigen, 

Schon Hoppe-Seyvler hatte bekanntlich die Beobachtung 
vemacht, dab lebende Hefe das gewiinschte Ferment nur schwierig 
fahren labl, tote dagegen sehr leicht. 

Man beereift deshalb die Notwendigekeit, die Hefe vorher 
zu toten, ehe man sie mit Wasser auszieht. Dazu dient das 
vorherige UbergieBen und Verreiben der frischen Hefe mit 
starkem, etwa 95°/oigem Alkohol. Diese Operation bietet zu- 
eleich den weiteren Vortetl dab durch sie ein grofer Teil der 
ini der Zelifliissigkeit: gelosten Eiweibkorper koaguliert und un- 
lOoslich oder wenigstens schwerléslich in Wasser gemacht wird. 

Da aber ierner die Hefezelle auch proteolytisches Ferment 
enthiidt, das um so energischer wirkt, je hoher — bis zu 
ener gewissen Crenze — die Temperatur, so ist es im Inter- 
esse der Fernhallung von Zersetzungsprodukten des Eiweibes 
veraten, die Tefe bei moglichst miedriger Temperatur, bei 
hochstens 5—4° iiber Null, mit Wasser auszuziehen. Auch 
lost) sich ja unser wirksames Ferment schon bei niedriger 
Temperatur sehr rasch, ungleich langsamer dagegen gewisse, 
durch das proteolytische Ferment erzeugte Zersetzungsprodukte, 
wie Leuein, Tyrosin und verwandte. 

Kinen Beeriff von der Ausbeute an wirksamem— Roh- 
praparat mogen folgende Daten geben. 

lm ersten Versueche wurden 10 kg Lustnauer Bierhefe 
t mal nacheinander mit Wasser ausgezogen. Sie lieferten beim 
ersten Auszuge 268, beim zweiten 83, beim dritten 90 und 
beim vierten 65 ¢ Kohinvertin. Ein anderes Mal gaben 15 kg 
derselben Hefesorte bei einem eimmaligen Auszuge 225 g: 
wieder ein anderes Mal heterten 5 kg der gleichen Art im 
ersten Auszuge 96 @,. 


ys 
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: Um den Einflufi der spiiteren Reinigung auf den Aschen- 
| und Stickstoffgehalt des Praparates und namentlich auch aut 
den jedesmaligen Phosphorsiiuregehalt der Asche zu erfahren, 
fiihrte ich von den Rohpraparaten aus Hefe I, Il, Ul, IV eine 
Reihe von Analysen aus, deren HResultate ich in foleender 


Tabelie kurz zusammenstelle: 








‘s Prozent- Prozent- Prozent- Prozentgehalt 
Priiparat hints aos 10° salt des der 
rehalt Je°Ue*t ce Priipa- aschenfreien 
aus — os \sche an] rates an Substanz : 
P.O, ie P.O. P an Stickstofl 
Hiefe f, Auszug 1 ‘ XD.40 164.36 28.10)22.78) 9.04 12.86 
De a 22.87 177,91 34,.01117.83) 7.78 11.81 
; — Li 3 -- -_ - 12.73 
{ ‘ 11.98 $73.42 32.05] 8.79) 3.83 12.53 
Hefe Il, Auszue 1 P B9,,39 ~ 
Berk Geen 19.65 164.01 27,9412.59) 5.49 
Hefe HI, einmaliger Auszug 32.43 158.77 25.17]19.04 8.29 L079 
Hefe IV, Auszugi.... 56.69 168.72 30.00]25.18 10.9% 12.51 
» 2 ‘ 2.733 71.90 33. ISTZ5 ‘741 12 12.23 














Man sieht, dafh der Aschengehalt aller dieser Rohpriipa- 


rate, namentlich derjenige der ersten Ausziige, ein sehr be- 
deutender ist, und dah derselbe abnimmt, je Gfter man die 
urspringliche Hefe extrahiert: dab aber Jetzteres fiir den Phos- 
phorgehalt der Asche selber nicht zutrifft, und endlich, dai der 
Stickstoffgehalt, der an sich ein hoher ist (Smal eréfer als 
derjenige der gereinigten Invertinpriiparate aus Berliner Pret)- 
hefe), bei den verschiedenen Ausziigen einer Hefe im wesent- 
lichen auf gleicher Hohe bleibt. 

Um zu prifen, ob sich aer Phosphorsiiuregehalt eines Priiparat 
nicht auch schon wihrend der ersten Extraktion der Hefe herabdriieken 
lasse, riihrte ich in einem Versuche 2 kg der in der oben besehriebenen 
Weise gereinigten und mit Alkohol behandelten Bierhefe mit 1500 cer 


Wasser an, dem 250 ccm der bekannten, zur Phosphorsiiurebestimmun 


Eyes 


dienenden «Magnesiamixtur» beigemischt waren, und lieB nun das Ganz 


) Tage lang bei niederer Temperatur stehen, bevor filtrirt wurde 


Die Bestimmung ging leider verloren 
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Allerdings gab dieses erste Extrakt, naehdem es klar filtriert und 


m Vacuum eingedampft worden war, mit Alkohol einen Niederschlag, 


der nach dem Trocknen und Verbrennen weniger Asche hinterliefi.. als 
die oben angefiihrten Priiparate: allein bei wiederholtem Extrahieren 


mit der gleichen Fliissigkeit sti€g der Aschen- und Phosphorsiuregehalt 
der Priparate von neuem, so dafs ich weitere Versuche dieser Art aufgab. 

Wenn weiter oben mit Bedauern bemerkt werden mubte, 
dafi die aus reiner PreBhefe gewonnenen Invertinpriiparate unter 
dem Einflusse von Ammoniak sehr bald ihre Wirksamkeit ver- 
lieren. so ist in Betreff der Bierhefe zu bekennen, da siimt- 
liche aus ihr bereileten Extrakte, noch ehe sie durch Eindampfen 
im Vaeuum konzentriert und vom tiberschtissigen Ammoniak be- 
freil worden waren, bereits ein grobes Inversionsvermoezen be- 
saben, soda wir in der Tat schlieben diirfen, dai das Invertin 
eewoOhnlcher Bierhefe durch Ammoniak entweder gar nicht oder 
doch jedentalls sehr viel weniger geschiidigt wird, als das der 
PreBhefe. 

Nun wurden zwei aus verschiedenen Portionen der Bier- 
hefe) gewonnene Rohpriiparate einzeln der Reinigung unter- 
worfen. Diese geschah in der gleichen Weise wie bei den 
Rohpraparaten der Prebhefe. Ieh verweise deshalb auf die 
oben gegebene ausfithrliche Beschreibung und wiederhole hier 
nur, da® das Wesentliche daran in der durch Zusatz von 
Ammoniak zur filtrierten wiisserigen LOsung bewirkten Aus- 
fillune von Ammonium-Magnesiumphosphat und in der darauf- 
foleenden, mehrere Tage, ja Wochen lang fortgesetzten Dia- 
vse bestand., 

Vom ersten Praparate wurden 100 g in dieser Weise 
verarbeitet. Die Dialyse dauerte 12 Tage, wiithrend welcher 
das Aufenwasser jeden Tag gewechselt wurde. Ich erhielt 
zum Sehlusse aus der Innenfliissigkeit ein sehr leichtes, hell- 
sraues, stark wirksames Pulver — ich will es als Invertin | 
bezeichnen —, das bei der Veraschung und Elementaranalyse 
folvende Zahlen gab. 

Aschenbestimmung. 
1. 0.9784 ¢ Trockensubstanz hinterliefen 0.1453 g, entspr. 14,86° 0 Asche; 
2. 0.1453 ¢ Asche enthielten 0.1205 g P,O,, entsprechend 82.93° 0 P.O; 


oder 46.20)" 0 P, 
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Elementaranalyse. 

1. 0.2286 g Trockensubstanz lieferten 0.1303 ¢g 
Kohlensaure ; 

2. 0.2074 g Trockensubstanz lieferten O,1158 


= 


Wasser und 0,3415 g 


—. 


oo 
a 


Wasser und 0,3079 g 


= 


Kohlensiiure : 
3. 0.1803 


¢ Trockensubstanz gaben nach Kjeldahl! 0.0113 g Stickstoff. 


Demnach enthielt die aschenfreie Substanz: 


L,"- ye sre 
C 47 83°! t4,.06"/0 
- 27 ( mm open, 
H 1.48 %/o 1.303 °%!0 
N vs ne 7,36 %Jo 


Vom 2. Rohpraparate wurden 250 g der Reinigung unter- 
worfen. Die Dialyse dauerte 5 Tage. Die Ausbeute an trock- 


nem, stark wirksamem Pulver aus der Innenfliissigkeit — es 
sel als Invertin Ila bezeichnet — betrug 32 g. 


Aschenbestimmung. 
9.4148 ¢ Trockensubstanz hinterliefhen 0,6726 g, entspr. 7,14° 0 Asche. 
Da es auf die Beantwortung der Frage ankam, ob etwaige 
Daten dafiir sprechen, dafi der Phosphor der Asche wenigstens 
teilweise organisch gebunden gewesen, so habe ich in diesen, 
wie in den folgenden Aschen die wesentlichen Bestandteile 
quantitativ bestimmt. Ich fand in 0,6352 g derselben 


P,P, 0,4747 g = 74,7420 
SO, 0.0444 » = 6,99%o 
K,0 0,0955 » — 15,03%/o 
MgO 0,0105 > = 1,65° 


98.41 %/o 
Die Asche enthielt aufferdem noch Spuren von Calcium und 
von Eisen. 
Klementaranalyse. 
|. 0.2073 ¢ trockener Substanz lieferten 0.1370 g¢ Wasser und 0.3196 ¢ 
Kohlensiiure ; 
2. 01954 ¢ trockener Substanz lieferten 0.1255 g Wasser und 0,3015 ¢ 


-~ 
an 


= 


Kohlensdure ; 
» 


3. 0,3076 g trockener Substanz gaben nach Kjeldah]1 0.01953 g Stickstoff. 


Das aschenfreie Priparat enthielt also: 


¢ 45.28% lo 45.6) Pe 9 
H 7.96%) 4,49°/0 
N 7 io 6,94%Jo 


Ich habe oben angefiihrt, dai die Dialyse im letzten Falle 
nur 5 Tage lang fortgesetzt wurde. Es geschah dies aus Be- 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLII. 2 
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sorgnis davor, da® bei lingerer Dauer derselben der Verlust 
an wirksamer Substanz zu grofs werden moéchte. In der Tat 
zeigte sich das Aubenwasser trotz vollkommner Dichtigkeit der 
Membran schon vom 2. Tage an wirksam. Deshalb wurden 
auch siimtliche tiglich erneuerten Aubenwasser vom 2,—). 
Tage im Vacuum unter 40° eingedampft. Als ich aber ver- 
suchte, aus dem dunkelbraunen Riickstand das wirksame In- 
vertin mit Alkohol wie sonst als pulverigen Niederschlag zu 
fallen, erhielt ich statt dessen, selbst wenn ich einen noch 
so groben Uberschuf an Alkohol zufiigte, eine auf dem Boden 
des Becherglases sich absetzende braune Olige Masse, die auch 
bei liingerem Verweilen unter Alkohol nicht fest werden woilte. 
Dieselbe besa’ indessen ein sehr starkes Inversionsvermégen: 
ein einziger Tropfen davon, zu 12 ecm einer 1,5°,/oigen Rohr- 
zuckerlosung in einem Probierglischen zugefiigt, wirkte bei 
blober Zimmertemperatur so rasch, dab die Losung schon nach 
einer halben Minute Fehlingsches Reagens energisch reduzierte. 

Da sich diese Masse auch durch wiederholtes Auflésen 
in Wasser und Wiederfillen mit Alkohol nicht in einen pulverigen 
Niedersehlag verwandeln heb, so wurde sie nunmehr in eine 
erobe Kristallisierschale gegossen und 2 Woehen hindurch im 
Vacuum tuber konzentrierter Schwefelsaure sich selbst iiber- 
lassen. Als sich auch dann etwas Festes nicht ausscheiden 
wollte, driingte sich mir die Vermutung auf, daB die Ursache 
hiervon wohl in der zu groben Menge gleichzeitig anwesender 
anorganischer Salze liegen konne. Die Olige Masse wurde des- 
halb in 50 com Wasser aufgenommen und diese Losung noch- 
mals, aber nur 10 Stunden lang, in einem kleineren Apparate der 
Dialyse unterworfen, unterdessen aber das Aufenwasser 4mal! 
erneuert. 

Auf diese Weise lieb sich allerdings eine grobe Menge 


Salz entfernen: aber freilich ging gleichzeitig auch viel wirk- 
sames Ferment verloren. Am Ende fiel aber doch aus der im 
Innern zurickgebliebenen LOsung auf Zusatz von viel absolutem 
Alkohol eine reichliche floeckige Masse aus, die nach Entfernung 
der tiberstehenden Fliissigkeit noch mehrmals mit absolutem 
Alkohol tibergossen, zuletzt auf einem Filter gesammelt, mit 
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Alkohol und Ather gewaschen und getrocknet wurde. Das 
trockene Praparat zerfiel zu einem leichten, braunlich gefarbten 
Pulver, das sich trotz der langen Behandlung mit absolutem 
Alkohol doch noch recht wirksam erwies. Das Praparat heisse 
Invertin I[b. Die Gesamtausbeute davon betrug 7.5 g. 

Von dieser Menge wurde zuniichst wieder ein Teil zur 
Bestimmung des Gehaltes an Asche und zu deren Analyse benutzt. 
Aschenbestimmuneg. 

2.8698 ¢g trockener Subst. hinterliefen 0.6327 gentsprechend 22,04°/o Asche 


In 0.4475 ¢ dieser Asche wurden gefunden: 


P20; O,B104 g, entsprechend 69.37 °/o 
SO, 0,0526 » 11,76 ° 0 
K,O 0.0817 » 18.27 %%> 
MgO 0.0102 » 297 91, 


101,67 °/o 
Elementaranalyse. 
1. 0.2362 ¢ Trockensubst. lieferten 0.1412 ¢ Wasser u. 0.2908 ¢ Kohlensaure. 
2. 0.2212 g Trockensubst. lieferten 0,1306 g Wasser u. 0.2725 g Kohlensiiure 
3. 0.2815 g Trockensubstanz gaben nach Kjeldahl! 0.0198 ¢ Stickstoff. 
Die aschenfreie Substanz enthielt demnach 


C. 43,56 o/, 43,09 90 
H 8.57 9 0 8.47 v 0 
N 9 02 °/o 


Kin anderer Teil des Priiparates IIb diente zur Entscheidung 
der Frage, ob auch in ihm, das ja so leicht durch die Poren 
des Pergamentpapiers bindurch diffundiert war, ein Kohlenhydrat 
enthalten sei. Zu diesem Zwecke habe ich etwa 2 g davon 
in einem mit Riicktlubkihler versehenen Kochkolben 12 Stunden 
lang mit 30 eem 5°%/oiger Schwefelsiiure auf dem Drahtnetze 
erhitzt, alsdann die LOsung von der schwirzlichen Ausscheidung 
abfiltriert und nach dem Verdiinnen mit Wasser auf dem 
Wasserbade allmahlich mit frisch gefélltem Baryumkarbonat 
neutralisiert. Nachdem auch vom Baryumsulfat und dem Uber- 
schusse des baryumkarbonats abfiltriert war, wurde der Nieder- 
schlag mit warmem Wasser ausgewaschen, das Filtrat samt 
Waschwasser im Vacuum bis zu einem geringen Volumen ein- 
gedampft und in den Rest die 6fache Menge Alkohols einge- 
gossen. Nachdem ich das Ganze iiber Nacht ruhig stehen 
gelassen, nachtraglich ausgeschiedenes Baryumsalz durch erneute 


“> * 
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Filtration entfernt und das Filtrat im Vacuum wieder bis zum 
Sirup eingedickt hatte, lieB sich in der Tat aus diesem Sirup 
durch Zusatz von 5 ccm Phenylhydrazin und Essigsiiure wiederum 
ein Hydrazon ausfillen, das beim Umkristallisieren aus heibem 
verdiinnten Alkohol jene rOtlichen Kristalle lieferte, die fiir das 
Hydrazon der Mannose so charakteristisch sind und deren 
Schmelzpunkt (195—198°) auch mit jenem des Mannosehydrazons 
tibereinstimmt. 

Betreffs der groben Schwankungen im Stickstoffgehalte 
der gereinigten Priiparate wurde der Verdacht rege, dab in 
manchen Fillen ein Teil desselben von jenem Ammoniak her- 
riuhren modge, das zum Zwecke der Ausfillung von Ammonium- 
magnesiumphosphat zur LoOsung des Rohinvertins tiberschiissig 
zugefiigt worden war, und das nun vielleicht in salzartiger 
Verbindung irgendwo an organisch oder sonstwie gebundener 
Phosphorsiiure hingen geblieben sei, derartig, dafi weder die 
Dialyse noch die spiitere Ausfallung der Substanz mit Alkohol 
es habe entfernen konnen. 

Um dariiber Aufschlu6B zu erhalten, ob und wieweit diese 
Vermutung berechtigt sei, versuchte ich ein neues Rohpraparat 
aus Bierhefe, und zwar 81 ¢ davon, ohne Ammoniakzusatz zu 
seiner Losung, also ohne vorherige Ausfiillung von Tripelphosphat, 
sogleich durch linger fortgesetzte Dialyse zu reinigen. Nachdem 
die Dialyse 7 Tage gedauert hatte, wurde zunachst das Ferment 
aus der Innenfliissigkeit dargestellt. Die Menge desselben betrug 
nach dem Trocknen 15,5 g. Ieh will es Invertin IIla nennen. 

Vom dritten Tage der Dialyse ab wurde auch das tiglich 
erneuerte Aubenwasser gesammelt und eingedampft. Der daraus 
durch Zusatz von sehr viel absolutem Alkohol erhaltene flockige 
Niederschlag stellte gewaschen und getrocknet wieder ein lockeres, 
briiunliches, wirksames Pulver dar — es sei Invertin IIb ge- 
nannt —, dessen Gewicht zufiilligerweise ebenfalls 15,5 g betrug. 

Vom Invertin Ila (aus der Innenfliissigkeit) hinterlieben 
bel der 

Aschenbestimmung 
4.6138 g Trockensubstanz 0.8667 g, entsprechend 18,78 °/o Asche: und in 
O.78)4 g dieser Asche wurden gefunden 
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P.O, 0,5711 g, entsprechend 72,71 °o 


SO, 0.0096 » “ 0,79 °/o 
K,O 0,0950 » 11.84%» 
CaO 0.0196 » 2 49 %q 
MgO 0.0868 >» > 11.05 °/o 


98.84 9/5 
Dazu kamen noch Spuren von Kisen. 
Klementaranalyse. 


trockener Substanz lieferten 0.1306 ¢@ Wasser und 0.2917 ¢ 


nm 


1. 0.2337 g 


Kohlensiure: 
trockener Substanz heferten 0.1183 @ Wasser und 0.2594 ¢ 


Pe) 


2. 0.2101 


JIS 


Kohlensaure ; 
3. 0.3495 g trockener Substanz gaben nach Kjeldahl! 0.02264 g Stickstoff 


C 42.00% £1.47 Jo 
H 7,71 %o 7,75 Jo 
N - _ 7.97 %o 


Dagegen erhielt ich bei Invertin II/b (aus dem Ditfusate) 
die folgenden Resultate. 
Aschenbestimmung. 
6.4953 2 trockener Subst. hinterlieBen 3,4714 ¢ Asche, entsprechend 53,4425 
In 3.0218 © derselben fanden sich 
P.O; 1,7141 g, entsprechend 56,72 °/o 


SO, O,1085 » > 3,59 9/0 
K,O 11,0142 > 33,56 °/o 
CaO OOLIS » ’ 0.39 %/o 
MeO 0.2043 » 6,76 °/o 


101,02 °'o 


Klementaranalyse. 


1. 0.3685 ¢ trockener Substanz heferten 01340 g Wasser und 0,1985 ¢ 
Kohlensiiure ; 
2. 0.3650 ¢ trockener Substanz lieferten 0.1383 ¢ Wasser und 0,1933 ¢ 
Kohlensaure ; 
3. 0.5254 g trockener Substanz gaben nach Kjeldahl 0,0238 ¢ Stickstoff 
Die aschenfreie Substanz enthielt demnach 


C 31,549 31,01 °/o 
H 874% 0 9,10 °/o 
N 9,72 °/o 


Hier ist das Sinken des Kohlenstoffgehalts und dafur das 
Steigen des Wasserstoff- und Stickstoffgehalts in der Tat auf- 
fallend grof. 
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In einem zweiten, in gleicher Weise durchgefiihrten Ver- 
suche, das Rohinvertin durch bloBe Dialyse zu reinigen, bei 
welchem 160 ¢ davon verwandt wurden, erhielt ich aus der 
Innenfliissigkeit 22,4 g, aus dem Diffusate 7,5 g eines trockenen 
wirksamen Pulvers, Das erste mag Invertin IVa, das zweite 
Invertin IVb heifen. Die Dialyse hatte 8 Tage gedauert; die 
Aufenwasser waren aber erst vom 4. Tage ab gesammelt und 
eingedampft worden. 

Folgendes sind die Ergebnisse der Analysen. 

Invertin [Va. 
Aschenbestimmung, 


5.6914 ¢ trockener Substanz hinterliehen 0,9829 g, entspr. 17,27°/o Asche. 


In O.8171 ¢ dieser Asche wurden gefunden: 
PA. 0.5473 g, entsprechend 66,98 °/o 
SO, 0.0197 D 2.41 °/o 
K,O 0.0422 » 3,16 %o 
CaQ 0.0126 » > 1.54°/o 
MgO 0.1728 , 21.14°/o 
Kisen  Spuren - 


97,23 °/o 
Klementaranalyse. 
l. 0.2350 ¢ trockener Substanz lieferten 0.1390 ¢ Wasser und 0.2893 ¢ 


3 


Kohlensiiure ; 


a 


2. 0.2538 ¢ trockener Substanz lieferten 0.1459 g¢ Wasser und 0.3141 ¢ 


hohlensiiure ; 
53. O.3212 ¢ trockener Substanz gaben nach Kjeldah] 0,02124 g Stickstoff. 


Hiernach enthielt die aschenfreie Substanz: 


C 40.58 2/0 M).80 °/o 
H = 7.99% 10 7,74 °/o 
N 7,99 Jo 


Invertin IVb. 
Aschenbestimmung. 
2.7251 g trockener Substanz hinterlieBben 1.1401 g Asche, entspr. 41,83 °%/o. 
In 0.7644 ¢g dieser Asche waren enthalten: 


g 
P.O, 0.5093 g, entsprechend 66,62°/o 
SO, 0.0026 0.34% 
KO 0.1963 > 25.68% 
CaQ 0.0124 1.62% 
MgO 0.0388 » 4.03% 


Eisen Spuren — 


98,29 °/o 








Kinige Beitriige zur Kenntnis des «<Invertins» der Hefe. 23 


Klementaranalyse. 
1. 0.3853 ¢ trockener Substanz leferten 0.2095 g¢ Wasser und 0.3372 g 
Kohlensiure : 


0.2563 g trockener Substanz gaben nach Kjeldah! 0.02026 g Stickstoff. 


—s = 


Demnach enthielt die aschenfreie Substanz: 
C 41,03 %/o 
H 10.45 %/o 
N 15.08° 0 


Aus den letzten Versuchen, bezw. Analysen, geht hervor, 
dai die Reinigung der Rohpriparate durch blofe Dialyse die 
Schwankungen im Stickstoffgehalt der reineren Priiparate durch- 
aus nicht beseitigt hat. 

Zum gegenseitigen Vergleiche habe ich aber in folgender 
Tabelle die bei den verschiedenen aus Bierhefe dargestellten 
und auf verschiedene Weise gereinigten Invertinen gefundenen 
analytischen Resultate, soweit diese sich auf den Gehalt an 
Asche und auf die in dieser jedesmal enthaltenen Mengen von 
Phosphorsiureanhydrid, Kaliumoxyd, Magnesiumoxyd ete. be- 
ziehen, zusammengestellt. 








+s : Nummer 
Aus der Innenfliissigkeit — 


Aus dem Aufsenwasser 





des 

Prozent-| | Pripa- JProzent- > oe. 

echalt |p.0,,| SO, |K,0 |CaO | MgOF _.,. | ®22!* | P,O,| SO, | K,O | CaO | MgO 
Asche Asche 

| 14.86 82,93 | er | Sa eee ae rE 
la | 7,14 74,74! 6,99 15,03, — 1,65{ Ib | 22,04 169,37 11,76 18,27; — | 2,27 
‘Ila || 18,78 72,71 0,75 11,84 2.49 11,05) Ib | 58,44 56,72) 3,59 33,56) 0,39 | 6,76 
1,03 


IVaf| 17,27 66,98) 2.41 | 5,16) 1.54 21147 IVb | 44,83 166,62) 0,34 25,68) 1,62 
| | | | | | | 

Man sieht aus dieser Tabelle zuniichst, dafi der Aschen- 

gehalt der aus dem Innern des Dialysators stammenden Pripa- 











rate, wie zu erwarten, durchgingig geringer als derjenige der 
aus dem Diffusate gewonnenen Invertine ist; man sieht aber 
ferner den EinfluB, den die vor der Dialyse vorgenommene 
Ausfiillung des Tripelphosphats auf den Aschengehalt ausubt; 
er ist, wo dieses geschehen, wesentlich kleiner, und endlich 


') Ohne vorherige Ausfallung von Tripelphosphat sofort der Dialyse 


unterworfen. 








bo 
—~ 


B. Hafner, 


zeigt sich, dali namentlich die Kalisalze bei der Dialyse reich- 
lich nach auben diffundiert sind. Man halte nur die Zahlen 
18.27: 33,56; 25,68 gegen 15,03: 11,84: 5,16. 

Auf die Resultate der Elementaranalysen ist nur insofern 
einiges Gewicht zu legen, als sie den Sinn andeuten, in welchem 
wiihrend der Dialyse eine Anderung des Stoffgemenges vor 
sich gegangen ist. Indessen JaBt der Umstand, daB die mit In- 
vertin Ifb, Ula, Ulb, IVa und IVb bezeichneten Praparate, 
auf aschenfreie Substanz berechnet, einen merklich geringeren 
Gehalt (besonders IIIb) an Kohlenstoff, dagegen einen etwas 
hoheren an Stickstoff aufweisen, als die mit I und Ila bezeich- 
neten, doch zu verschiedene Deutungen zu, als dali es sich 
lohnt, sich bei ihrer Erorterung jetzt schon aufzuhalten. 

Dagegen sind nun die Resultate der Aschenanalysen voll- 
kommen eindeutig und wohl geeignet, auf die erste Frage, 
die ich mir am Anfange dieser Untersuchung: stellte, eine ent- 
schiedene Antwort zu geben. Diese lautet: Es ist bisher nicht 
gelungen, die Phosphorsiiure, sei es auf dem Wege der Fillung 
als Tripelphosphat, sei es durch Dialyse aus einem wirksamen 
Invertinpriiparate vollig zu entfernen: ja die quantitative Be- 
stimmung derselben in den analysierten Aschen labt sogar keinen 
Zweifel dariiber zu, dab der Phosphor in meinen verschie- 
denen Priiparaten zum grofen Teile organisch gebun- 
den war. ?) 

Rechnet man niimlich die in der Asche bestimmten Kalium-, 
Calecium- und Magnesiummengen auf Kalium-, Calcium- und 
Magnesiumphosphat um, so zeigt sich in der Tat, dab die Mengen, 
in welchen diese Basen vorhanden sind, zusammen bei weitem 
nicht hinreichen, den gesamten Phosphorséurevorrat zu binden, 
und zwar selbst dann nicht, wenn man die gleichzeitig vor- 
handene Schwefelsiiture?) unberiicksichtigt laBt. 





Natiirlich bleibt andererseits die Frage unentschieden, ob dieser 
Phosphor zur wirksamen Gruppe des Ferments gehort, oder ob er von einer 
Substanz herriihrt, die nur eine Verunreinigung der ersteren darstellt. 

2) Die in der Asche gefundene Schwefelsiiure riihrt jedenfalls, da 
Eiweif in den gereinigten Invertinpriiparaten nicht enthalten ist, so wenig 
wie bleischwiirzender Schwefel, von urspriinglich in der Hefe  vor- 


kommenden schwefelsauren Salzen her. 














ee e ° i - ° ° » > Pe 
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An einigen Beispielen kann man das leicht zeigen. 

Ich wiithle sogleich die Asche von Invertin Ila (S. 17), 
als die erste, deren wichtigste Bestandteile quantitativ bestimmt 
wurden. 

In 100 Teilen derselben waren gefunden 15,03 Teile K,O 
und 1,65 Teile MgO. Diese erfordern zur Bildung von K,PO, 
und Mg,P,0, 7,54, bezw. 2,90 Teile P,O;. Da aber die 
bi Asche 74,749/o P.O, enthielt, so blieb ein Rest von 
1,74 — (7,54 + 2,90) = 64,30 Gewichtsteilen P.O, ungedeckt. 

In a te Weise verhalt es sich mit der Asche von 
Invertin Il b. 

Diese enthielt 69,37°/o P,O;, 18,27°/o K,O und 2,27° 

MeO: die auberdem gefundene Schwefelsiure lasse ich absicht- 


— 


lich aus dem Spiele. 18,27 Teile K,O verlangen zur Bildung 
von K,P,0, 9,17 Teile P,O;, und 2.27 Teile MgO, zur Bildung 
von Mg,P,0, 3,99 Teile P,O,. Also bleiben 69,37 — (9,17 -+-3,99) 
—56,21 Gewichtsteile PO, tbrig, die nicht durch Basen ge- 
deckt sind. 

Fiihrt man diese berechnung auch fiir die Aschen von 
Hla, Ub, [Va und IVb durch, so findet man in allen diesen 
Fillen ebenfalls einen erheblichen Uberschu8 an Phosphorsiiure. 
Ks bleiben ungedeckt: 


in Ifla 47,35 Teile von 72,71 Teilen Gesamtphosphorsiure 
lb 28,00 » >» 66,72 
IVa 27,28 > 66,98 2 > 
IVb 46,66 — » » 66,62 


Man wird in der Annahme nicht fehlgehen, daB es sich 
mit den Aschen der beiden aus reiner PreBhefe dargestellten 
Invertinpriparate ebenso verhalten hat; denn deren Gehalt an 
P.O, betrug das eine Mal 81,54°/o, das andere Mal sogat 
82.709/o (vel. S. 7 und 9). 


Die zweite Frage, deren Beantwortung ich mir zur Auf- 


gabe gesetzt hatte, die Frage, ob das in den bisher dar- 
gestellten Invertinpriaparaten stets gefundene Kohlen- 
hydrat ein integrierender Bestandteil des wirksamen 
Ferments oder nur eine Verunreinigung desselben sei. 


ist schon mehrfach erdrtert worden. Sowohl Wroblewski 








D4 ) 
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wie Salkowski und dessen Schiiler Oshima haben sich fiir 
die letztere Annahme entschieden. Sie stiitzen sich dabei in 
erster Linie auf die zuerst von Salkowski?) gefundene Tat- 
sache, dab die Hefezellen in reichlicher Menge ein eigentiim- 
liches Kohlenhydrat (Salkowskis «Hefegummi») enthalten, 
das sich durch Erhitzen mit Siéure in Mannose umwandeln 
laBt, dieselbe Zuckerart, die zuerst Kolle?) durch Erhitzen 
seines nach W. A. Osborne gereinigten Invertinpraparates mit 
verdiinnter Siaiure (Salz- oder auch Schwefelsiiure) gewonnen hatte. 

Die genannten Forscher haben sich auch bemiiht, ein 
wirklich kohlenhydratfreies Ferment darzustellen: der erste, 
Wroblewski.°) indem er versuechte, es durch Sattigung seiner 
Losung mit Ammonsulfat niederzuschlagen; Oshima,') indem 
er das Gleiche von einem Zusatze von Kupferacetat erhoffte. 
Beide Resultate haben sich indessen nicht ais unantechtbar 
erwiesen. 

Das wirksame Ferment ist, wie schon Barth, Osborne, 
Salkowski gezeigt haben, eben selbst kein Eiweibkorper, so 
dah denn auch sehwefelsaures Ammon bel meinen. eigenen 
Versuchen als Fiillungsmittel jedesmal versagte.®) Essigsaures 
Kupfer ist aber zu einem solchen ebensowenlg geeignet. 
Salkowski macht in seiner Abhandlung «iiber das Invertin 
der Hefe>®) die Bemerkung: «hkupfersulfat und -acetat bewirkte 
keine Fiillung». Oshima dagegen erhielt zwar ind verschiedenen 
Versuchen nach genauer Neutralisierung seiner Lésungen bei 
Zusatz von Kupferacetat jedesmal einen Niederschlag, aus dem 
sich nach Entfernung des Kupfers mit Schwefelwasserstoff ein 
wirksames, grauweibes Pulver isolieren lief}, das nicht nur frei 
von Eiweif, sondern — mit Ausnahme nur eines Falles — 
auch frei von Gummi war: allein er sagt selbst, dah die 

4) BL B, Ba. 27, S. 497 ff 

2) Diese Zeitschrift, Bd. XXIX, S. 429. 

$s) B. B., Bd. 31, S. 1134. 

‘) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI, 8. 42. 

Wroblewski hat sich spiiter selbst davon iiberzeugt, daf\ «das 
Invertin nicht aussalzbar ist». Vgl. Journal f. pr. Chemie, Bd. 64 
Ss. 1-68. 


6) Diese Zeitschrift, Bd. XXXI, S. 316. 
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Menge des Pulvers sehr gering gewesen und dab die Wirksam- 
keit desselben olfenbar Schaden gelitten gehabt, sodafi man auch 
dieses Verfahren «<keinen glatten Weg, um zu einem gummi- 
freien, gut wirksamen Priparate zu gelangen, nennen» konne. 

Ich habe, da mir daran lag, tiber die Brauchbarkeit von 
Qshimas Methode ein eigenes Urteil zu gewinnen, 2 mal je 
‘(O ¢ Rohmaterial mit 32,4°/o Aschengehalt in 11 Wasser ge- 
lst, die Losung genau mit Natriumkarbonat neutralisiert und 
dann so lange mit einer 5°/oigen LOsung von Kupferacetat 
versetzt, bis der dadurch erzeugte graublaue, volumindse Nie- 
derschlag sich nicht mehr vermehrte. Nachdem ich hierauf 
diesen Niederschlag ganz nach Oshimas Vorschrift weiter be- 
handelt, das Kupfer durch Schwefelwasserstoff entfernt, aus der 
vom Schwefelkupfer abfiltrierten LOsung den Schwefelwasserstoff 
durch Eindampfen im Vacuum bei 35° verjagt und die einge- 
engte Fliissigkeit bis zur milehigen Triibung mit absolutem 
Alkohol versetzt hatte, schied sich tiber Nacht in der Tat ein 
eelbliech-weiBbes Pulver aus, das in iiblicher Weise auf einem 
Filter gesammelt, mit Alkohol und Ather gewaschen und im 
Vacuum uber Schwefelsiiture getrocknet werden konnte. Das 
(rewicht der Trockensubstanz betrug im ersten Falle 0,95 g. 
Dieselbe war in Wasser leicht léslich und gab allerdings weder 
die Salkowskische Gummireaktion noch die Biuretreaktion. 
lhre Wirksamkeit war indessen eine ganz minimale. 

Um wenigstens soviel festzustellen, ob durch das Kupfer- 
acetat eine Substanz isoliert worden war, die mehr oder weniger 
Kohlenstoff bezw. Stickstoff enthielt, als meine sogenannten 
vereinigten Invertine, benutzte ich einen Teil des Pulvers zu 
einer Aschenbestimmung, den Rest aber wieder zu einer Be- 
stimmung von Kohlenstoff, Wasserstoff und Stickstoff. 


Aschenbestimmuneg. 
0.1734 ¢ trockener Substanz hinterliefen 0.0920 g Asche, ent- 


sprechend 53,06° 0, und letztere besafs wiederum, wie wenigstens ein 
qualitativer Versuch bewies, einen reichlichen Gehalt an Phosphorsaure. 


Elementaranalyse. 


!. 0.2161 g trockener Substanz lieferten 0,0812 g Wasser und 0.1234 ¢ 


= 


Kohlensaure ; 
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2. 0.2028 ¢ trockener Substanz lieferten 0,0785 g Wasser und 0,1149 ¢ 
Kohlensiiure ; 
3. O1300 ¢ trockener Substanz gaben nach Kjeldah! 0.0081 g Stickstoff 
Die aschenfreie Substanz enthielt demnach: 


t 33.15°%o =, 32.93% /0 
H 8.95 2/0 932° 
N 13,23 °/0 


Vergleicht man diese Daten mit den entsprechenden fir 
die «Reininvertine» gemeinhin erhaltenen Zahlen, so ist’ der 
Unterschied im Aschengehalte nicht minder auffallig, wie der 
im Gehalte an Kohlenstoff, Wasserstoff und Stickstoff. Wahrend 
jener, sowie der Gehalt an Wasserstoff und Stickstoff sehr be- 
deutend erhoht, ist der Kohlenstoffgehalt nicht unbetrachtlich 
vermindert. 

Ks war nun interessant, zu erfahren, was denn aus der 
Losung des Rohinvertins durch den Zusatz von Kupferacetat 
nicht gefallt worden war. 

Zu diesem Zwecke wurde in das Filtrat vom Kupfer- 
niederschlage gleichfalls Schwefelwasserstoff eingeleitet und die 
vom Kupfersulfid getrennte Lésung wie oben im Vacuum bei 
3)° zuvleich von Schwefelwasserstolf befreit und auf ein kleines 
Volumen eingedampft. 

Es blieb ein braunes Extrakt zuriick, das nach einigem 
Stehen zuniichst noch etwas Schwefelkupfer ausfallen lieb, aus 
dem aber, nachdem das letztere abfiltriert worden, durch Zu- 
satz etwa der 10fachen Menge absoluten Alkohols ein schwach 
gelbgefiirbter Niederschlag ausgefillt werden konnte, der ge- 
samme!t und getrocknet ganz das Aussehen des Rohinvertins 
besab, die Salkowskische Gummireaktion gab, aber auch 
entschieden invertierend wirkte. 

Die Gesamtmenge des trockenen Pulvers betrug 17 g, 
dessen Aschengehalt war = 41,60°/o, also immer noch groOfer 
als der des angewandten Rohinvertins (32,4°/0), woraus man 
schlieben darf, dafs durch den Zusatz von Alkohol zum Extrakt 
wohl der gréfbte Teil der Asche, nicht aber alle organische 
Substanz, die darin gelést gewesen, gefillt worden war. 

In einem zweiten Versuche, zu dem ebensoviel Rohinvertin 
(40 ¢) wie im ersten verwandt, in dem aber der Kupfernieder- 
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schlag sorgfaltiger ausgewaschen wurde, so lange, bis das 
Waschwasser nicht mehr gefiirbt abfloB —- wozu im = ganzen 
2 | Wasser notig waren —, erhielt ich aus dem Kupfernieder- 
schlage nach Zersetzung desselben mit Schwefelwasserstoff 
abermals einen pulverfOrmigen Niederschlag, der anfangs durch 
sein groBes Volumen ein Gewicht von mindestens 15 © vor- 
tiiusehte, aber beim Trocknen im Vacuum zu einem Hiiufehen 
von nur 1,4 ¢ trockner Substanz einschrumpfte. Dieselbe be- 
sah wiederum einen enormen Aschengehalt, niimlich 50,77°/0, 
und enthielt nach dem Ergebnis der Elementaranalyse in aschen- 
freiem Zustande im Mittel nur 26,0°/0 Kohlenstoff, 7.3 °/0 Wasser- 
stoff und 9,0°/o Stickstoff. Sie war in der Tat ganz frei von 
Kohlenhydrat, war aber auch ganz unwirksam. 

Nach diesen Erfahrungen ist Zusatz von Kupferacetat zur 
Losung in der Tat nicht geeignet, die gehoffte Trennung der 
wirksamen Substanz vom Hefegummi herbeizuftihren. 

Wenn Oshimas Bemiihungen und ebenso der erste meiner 
eigenen Versuche anscheinend ein positives Resultat ergeben 
haben, so ruhrte das wohl nur daher, dali der voluminodse 
kupferhaltige Niederschlag allerdings Spuren des wirksamen 
Ferments mechanisch mit niedergerissen hat, was andere 
voluminése Niederschlage ja auch tun; allein solche Spuren, 
die sich iibrigens durch lingeres Auswaschen entfernen lassen, 
sind eben nicht geeignet und geniigend, die chemische Natur 
ihrer Substanz in unzweideutiger Weise erkennen zu lassen. 

Wroblewskis und Oshimas Bestreben ging dahin, blob 
das Ferment zu fallen, das Kohlenhydrat aber in der Lésung 
zu belassen. Man koénnte umgekehrt versuchen, das Kohlen- 
hydrat zu fallen, wahrend das Ferment in Losung bleibt. Man 
konnte z. B. daran denken, das Hefegummi nach Salkowskis 
Methode mit Fehlingscher Loésung niederschlagen zu wollen, 
allein die Beriihrung des Ferments mit diesem Reagens miibte, 
da letzteres stark alkalisch ist, die Wirksamkeit desselben 
augenblicklich zerstoren. 

So bheb als letzte Hoffnung, das gewiinschte Ziel zu 
erreichen, nur der Versuch iibrig, das Kohlenhydrat selber durch 
irgend ein geeignetes Ferment in die Form eines alkoholloslichen 
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Zuckers umzuwandein, von dem sich dann die invertierende 
Gruppe als unl6slich in Alkohol vielleicht trennen liebe. 

Mehrere Versuche mit einer kriftig wirkenden, aus Griin- 
malz frisch bereiteten Diastase, deren eventueller Einwirkung 
ich jedesmal 5 g Rohinvertin, gelbst in 200 ecm Wasser, bei 
einer Temperatur von 40° und wiihrend einer Zeitdauer von 
6 Stunden bis zu 2 Tagen unterwarf, hatten alle einen negativen 
Erfolg: das aus der Losung zurtiickgewonnene Invertin war nach 
wie vor «summihaltig 

Auch die Hetfe selbst, die zwar nach Koch und Hosaeus'!) 
der Nihrldsung zugesetztes Glykogen weder zu assimilieren 
noch zu vergiiren imstande ist, wohl aber nach Lintner?) 
bei der Selbstgiirung thren eigenen Glykogengehalt vollstindig 
verbraucht, zeigte sich bei einem entsprechenden Versuche auber- 
stande, ihren eigenen Gummigehalt zu vergiiren. Aus 2500 ¢ 
Bierhefe, die in 2 | Wasser aufgeschwemmt 15 Tage lang bei 
ungefalr 30° der Selbstgirung tiberlassen worden waren, konnte 
ich in tiblicher Weise 15.5 @ eines weifen aschenreichen Pulvers 
darsteilen, das wohl sehr wirksam, aber auch wie gewohnlich 
noch kohlenhydrathaltig war. 

Auch ein mit Glyzerin bereitetes, stark wirksames Pankreas- 
extrakt, in welchem bekanntlich alle 3 Fermente der Driise, 
das amylolytische, proteolytische und = fettzerlegende, neben- 
einander enthalten zu sein pflegen, hatte, als ich einen kon- 
zentrierten Hefeauszug linger als 1 Monat ber 25—30° damit 
in Bertihrung gelassen, das zu beseitigende Kohlenhydrat nicht in 
Zucker umgewandelt: denn das aus dem Gemische am Ende darge- 
stellte Invertinpriiparat, das obendrein noch ein ganz bedeutendes 
Inversionsvermogen besab, reduzierte Fehlingsche Losung erst 
nach mehrstiindigem Kochen mit 5°/ciger Schwefelsiiure. 

Man sieht also, dai das sogenannte Hefegummi kein zer- 
legbares Objekt ftir unsere gewohnlichen, die Polysaccharide 
angreifenden Fermente ist. Es ist ebenso unangreifbar fiir die 
Diastase der keimenden Samen, wie fir die Amylase der Hefe 


Zentralblatt fiir Bakteriologie, 1894, Bd. 16. S. 145. 


Ebenda, 1899, bd. 5, Nr. 23, 2. Abteilung, S. 793. 
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selbst und fiir das entsprechende Ferment des tierischen 
Pankreas. !) 

Nach alledem 1libt sich auf keinem der bisher einge- 
schlagenen Wege die Frage entscheiden, ob das wirksame 
Ferment unserer Invertine eine Kohlenhydratgruppe als inte- 
srierenden Bestandteil enthalt oder nicht. 

Aber was veranlaBt uns denn eigentlich, den Gedanken, 
dafi dies tatsiichlich der Fall sein kénne, so sicher von der 
Hand zu weisen? ° 

Beruht es nicht vielmehr auf einer vollig grundlos vor- 
cefaBten Meinung — ich hege in der Tat die gleichen hiiretischen 
Bedenken, wie W. A. Osborne . wenn wir uns darauf ver- 
steifen, durchaus ein Invertin darstellen zu wollen, das von 
jeglichem Kohlenhydrat frei ist?) Wer gibt uns das Recht, ein 
wirksames Priiparat deshalb ohne weiteres unrein zu nennen, 
weil es nach dem Kochen mit Sauren Fehlingsche Lésung 
reduziert? Warumdarfdenn das wirksame Ferment kein Kohlen- 
hydrat als integrierenden bestandteil enthalten? Wer von uns 
allen kann iiberhaupt sagen, wie das reine Ferment zusammen- 
gesetzt sein muh oder wie es nicht zusammengesetzt sein dart? 
Wer kann entscheiden, ob und wie viel oder wenig Stickstoff 
es enthalten muh? Ferner, ob es Phosphor enthalten darf 
oder nicht? 

Die Art der Wirkung eines Ferments liefert uns jeden- 
falls nach unsern bisherigen Kenntnissen fiir irgend eine be- 
stimmte Meinung hiertiber gar keinerlei Anhalt. 

Die Hauptschwierigkeit fiir alle unsere Versuche, den 
chemischen Bau eines wirksamen Ferments zu ergriinden, ist 
und bleibt leider immer ihre grofe Empfindlichkeit) und Labi- 

') Das Ergebnis des letzten Versuchs, die Tatsache, dafS trotz det 
monatelangen Einwirkung des Trypsins auf den Hefeauszug dennoch 
das Inversionsvermégen desselben vollkommen erhalten geblieben, ist abet 
auch insofern wichtig und interessant, als es einen entschiedenen Beweis 
segen die Annahme liefert, das Invertin kénne zu den eiweifartigen 
Substanzen gehoren. Daf’ das Invertin weder durch das im Hefesafte 
selbst befindliche proteolytische Enzym, noch durch das Trypsin zerlegt 
wird, hat auch Wroblewski beobachtet. Vgl. Journal fiir pr. Chemie, 


Bd. 64, 3. 39. 
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tat: der Umstand, dab sie in geldstem, ja auch nur feuchtem 
Zustande in der Regel bereits bei wenig tiber 50° erhdhter 
Temperatur und ebenso schon bei Beritthrung mit verhiiltnis- 
mabig schwachen Sauren!) and Laugen an Wirksamkeit ver- 
leren, sodaBh uns die meisten Eingriffe und Operationen, durch 
die der Chemiker sonst seine Korper zu isolieren pflegt, fiir 
den gleichen Zweck hier untersagt sind: denn datiir, dafi wir 
den gesuchten Stoff wirklich unter den Handen haben, besitzen 
wir nun einmal kein anderes Kriterium, als eben seine Wirk- 
samkeit. 

Um auf die dritte Frage, die ich mir gestellt hatte, auf 
die nach der Herkunft des Stickstoffs der tiblichen Priparate, 
eine Antwort zu erhalten, kochte ich mehrere Proben des ge- 
reinigten Invertins und zwar das eine Mal 10, ein zweites 
Mal 30, ein drittes Mal 45 @ davon eine Stunde lang itiber 
freiem Feuer mit je '/, 1 2,5°/oiger Schwefelsdure.?) Nachdem 
dies geschehen, versetzte ich die braun gewordene Flissigkeit 
so lange mit einer Lésung von Phosphorwolframsiure in 
2°/oiger Schwefelsiiture, bis sich kein neuer Niederschlag mehr 
bildete, und suchte nun in bekannter Weise etwaige stickstoff- 
haltige Stoffe sowohl aus dem: Niederschlage, wie aus dem 
Filtrate davon, zu isolieren. Aber in jedem Falle waren die 
Ausbeuten an stickstoffhaltiger Substanz nur duberst gering 
und die Resultate der Analyse, die ich trotzdem wagte, waren 
durchaus nicht eindeutig und entscheidend, fordern indessen 
umsomehr zu erneuten Versuchen mit groBberen Mengen wirk- 
samer Substanz auf, als sich ergab, dali die Phosphorwolfram- 
siiture stickstoffhaltige Korper gefillt hatte, die auch mit 
ammoniakalischer Silberldsung Niederschlage gaben, deren 
Stickstoffgehalt nicht unbetrachtlich war. 

Das dritte wirksame Priiparat, das mit Schwefelsiiure 
gekocht wurde, stammte aus dem Aufbenwasser des Dialysators. 
Kine geringe Menge eines stickstoffhaltigen, kristallinischen 


', Vel. die betreffenden Beobachtungen Osbornes a. a. O. 
*) Es diirfte gut sein, bei Fortsetzung dieser Versuche das Kochen 
unachst ganz zu unterlassen und die saure LOsung ohne weiteres mit 


Phosphorwolframséure zu versetzen. 
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Korpers, der hier aus dem Filtrate vom Phosphorwolframsiure- 
niederschlage isoliert werden konnte, lieferte bei der Verbrennung 
Zahlen fiir die Kohlenstoff-, Wasserstoff- und Stickstoffprozente, 
die man zur Not auf ein Gemenge von Amidovaleriansiiure und 
Leucin deuten konnte. Nun ist es ja moglich, da die beiden 
Korper, wenn sie wirklich vorhanden waren, erst infolge der 
Zersetzung groberer Molekiile dureh die kochende Schwefelsiiure 
entstanden sind: aber es ist ebenso moglich, dab die beiden 
schon fertig bei der Extraktion der Hefe mit Wasser in LOsung 
gingen, spiiter gleichzeitig mit dem Fermente gefiillt und wieder 
gelOst wurden, endlich abermals in Gesellschaft des Ferments 
die Pergamentmembran passierten und zuletzt von neuem mit 
ihm zugleich niedergeschlagen wurden. 


Zusammenfassung der wichtigsten Resultate. 


1. Was den Aschengehalt sowohl der aus rein geziichteter 
PreBhefe, wie aus gewohnlicher Bierhefe dargestellten Invertin- 
praparate betrifft, so kann man denselben, wie schon O’Sul- 
livan und Tompson, Osborne und Kolle zeigten, ohne dab 
deshalb die Wirksamkeit der Priiparate Schaden leidet, durch 
Dialyse sehr herabdriicken, aber bisher niemals ganz beseitigen. 
Wahrscheinlich gehoren die Basen der Asche — jedenfalls ihrer 
Hauptmenge nach — nicht zur Konstitution des wirksamen 
Enzyms. Da aber durch das Ausfallen der Phosphorsiure als 
Ammonium-Magnesiumphosphat und durch nachfolgende Dialyse 
jedesmal Praparate gewonnen werden, die beim Veraschen 
mit Barytwasser wenig eigene Asche zurticklassen, der Phos- 
phorsiuregehalt der letzteren aber bis tber 80°/o betragen 
kann, so liegt die Vermutung nahe, dafi ein ziemlich 
groBber Teil des Phosphors in den Priaparaten orga- 
nisech gebunden ist. Durch eine mit den Daten der einzelnen 
Aschenanalysen vorgenommene einfache Rechnung wurde diese 
Vermutung als wahr erwiesen. 

2. Wie mannigfache Versuche zeigten, ist es nach den 
bisher vorgeschlagenen Verfahren unmoglich, ein wirksames 
Invertinpriiparat darzustellen, das vollig frei ware von Kohlen- 
hvdrat. Da sich dieses Kohlenhydrat auch nicht durch Dialyse 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLII. 3 
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beseitigen liBt, da es im Gegenteil bei der Dialyse immer zu- 
gleich mit der wirksamen Substanz durch die Pergamentmem- 
bran nach auben diffundiert, so ist es, solange nicht das Gegen- 
teil unzweideutig bewiesen Ist, nicht ungereimt, anzunehmen, 
dafi wenigstens ein Teil dieses eigentiimlichen Kohlenhydrats 
einen integrierenden Bestandteil des wirksamen Enzyms_bildet. 

3. Die spezifische Wirksamkeit des Ferments ist) nicht 
gebunden an das Vorhandensein grober stickstoffhaltiger Gruppen, 
wie die Albumosen und Peptone; denn selbst nach wochenlanger 
seriihrung mit einer kriftig wirkenden Trypsinlésung, bei einer 
Temperatur von 35°, wobei solche Gruppen gewifi weiter zer- 
fallen wiren, blieb die Wirksamkeit meiner Priiparate noch 
immer energisch. Gegen die Anwesenheit von Peptonen spricht 
aber weiter das Fehlen der Biuretreaktion, die ich an den 
Losungen meiner gereinigten Invertine niemals beobachten konnte. 

Der Stickstoffgehalt der verschiedenen Invertinpraparate 
ist wahrscheinlich dureh die Gegenwart kleinerer stickstoff- 
haltiger Gruppen bedingt, deren scharfe Isolierung und Cha- 
rakterisierung vorderhand noch der Gegenstand weiterer Unter- 
suchung ist. Moglicherweise ist das invertierende Enzym eine 
sehr kompliziert gebaute und deswegen auch sehr hinfillige, 
neben Stickstoff auch noch Phosphor enthaltende Substanz, 
worin die einzelnen Hydroxylgruppen der Phosphorsaure dazu 
dienen, sowohl kleinere stickstoffhaltige Gruppen, als auch 
Kohlenhydratreste, vielleicht daneben auch noch Kalium- und 
Magnesiumatome festzuhalten, 

(. Vergleicht man am Ende die Resultate, die ich bei 
meinen Versuchen mit Prebhefe, mit denen, die ich beim Ar- 
beiten mit gewohnlicher Bierhefe erhalten habe, so zeigt sich 
gwar, dab die Bierhefe widerstandsfiihigere, auch kriftiger 
wirkende Priiparate geliefert hat; daB dagegen in bezug aul 
Gleichartigkeit in der Zusammensetzung die aus reiner Prebhefe 
dargestellten Priiparate den Vorzug verdienen. 

Deswegen dirfte es sich wohl auch empfehlen, bei kint- 
tigen Versuchen iiber die Natur des Invertins zur reinen Preb- 
hefe zuruckzukehren. 











Uber die Selbstverdauung von Nucleoproteiden. 
Von 
Walter Jones. 


(Aus dem Laboratorium fiir physiologische Chemie. Johns Hopkins-Wniversitit. 
Der Redaktion zugegangen am 2, Mai 1904 


Das Vorkommen von Xanthinbasen unter den Produkten 
der Selbstverdauung von Geweben ist hiiufig beobachtet wor- 
den und wenn auch die Herkunft dieser Basen allgemein auf 
die Nucleoproteide zuriickgefiihrt wird, so finden sich doch nur 
wenige Angaben, die es rechtfertigen, diese Basen mit denen 
zu identifizieren, welche durch Hydrolyse aus den entsprechen- 
den Nucleoproteiden entstehen. In einigen Fiillen waren die 
durch Hydrolyse gebildeten Basen nur wenlg erforscht, in an- 
deren wieder wurden sie nach Gewinnung durch Autolyse nicht 
identifiziert, da die Forscher offenbar von der sehr natirlichen 
Voraussetzung ausgingen, dali die in beiden Fiillen gebildeten 
Basen identisch seien. 

Im Jahre 1874 unterzog Schtitzenberger!) die Produkte 
der Selbstverdauung der Bierhefe einer Untersuchung und fand 
neben anderen Substanzen Nanthin, Hypoxanthin, Guanin und 
Carnin. Wenn er auch damals nicht imstande war, den Ur- 
sprung der Basen festzustellen, so erkannte er in ihnen doch 
Produkte fermentativer Tiitigkeit und sah vor allem ein An- 
zeichen darin, daB keine Spur von Faulnis aulgetreten war. 

Vier Jahre spiiter machte Salomon?) die Beobachtung, 
dafi Leichenblut Xanthin enthalte, wiithrend dies im Aderlabblut 
fehlte, wodureh er zu Studien tiber die Selbstverdauung von 
Organen geftihrt wurde.*) Er fand, dai bei der Digericrung von 





') Bull. de la Soe. chim. de Paris (187 
*) nese Zeitschrift (1878, Bd. Il, S. 65. 


°) Archiv fiir Physiologie (1881), 5. 361. 


+t), S. 194. 
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Organen bei Zimmertemperatur eine betriichtliche Vermehrung 
des Hypoxanthins auftrat, das er direkt in Alkohol lésen und 
mit Silbernitrat fallen konnte. Beim Muskel verdoppelt sich die 
Zunahme in 24 Stunden und bei Pankreas und Leber ist sie 
ebenso grof} oder gréfer. Auch zeigte sich beim Kochen der 
vereinigten Uberreste in Salpetersiiure eine weitere Zunahme 
der Basen entsprechend der Differenz zwischen der Gesamt- 
menge in allen Formen und der direkt freien und in Alkohol 
loslichen. Salomon schlieBt sich danach vollig der Ansicht 
Kossels tiber die Nucleine an und gibt seiner Auffassung von 
der Sache folgenden Ausdruck: «Man ist daher genotigt, in der 
Leber eine Substanz anzunehmen, welche durch die Aktion 
eines ihr angehorigen, tiber den Moment des Todes hinaus 
wirksamen Fermentes, wie auch bei der Spaltung durch Sauren 
Xanthinkérper abgibt . ..... und ich halte es ebenfalls fiir 
wahrscheinlich, dafs die hypoxanthinbildende Substanz das 
Nuclein ist». 

Im Jahre 1885 machte Lehmann!) unter Kossels Leitung 
eine quantitative Schiitzung der Menge Xanthinbasen, die sich bildet 
bei der Einwirkung kochender Mineralsiiure, erstens auf frische 
Hefe, zweitens auf Hefe, die 24 Stunden bei Zimmertemperatur 
mit Wasser gestanden hatte, und drittens mit Hefe, die 24 Stun- 
den in Wasser mit Korpertemperatur gehalten war, und kam 
zu dem Schlufb, dab im Laufe der Digerierung das Hypoxanthin 
abnimmt, die Summe von Xanthin und Guanin aber ansteigt. 
Wenn man dieses Ergebnis dahin verwerten will, dai Guanin 
an Stelle von Hypoxanthin gebildet sei, so muff angenommen 
werden, wiihrend der Digerierung sei auf irgend eine Weise 
eine Amidogruppe eingefiihrt worden, und es wiirde sich dann 
in dieser Beziehung die Autodigestion der Hefe, wie noch ge- 
zeigt werden soll, auffallend unterscheiden von der verschie- 
dener tierischer Organe, bei der Amidogruppen sowohl von Purin- 
wie Pyrimidinderivaten, beinahe in allen Fiillen, wo dazu die 
Moglichkeit vorhanden ist, sich abspalten. Immerhin lassen die 
Resultate Lehmanns, wie die tolgende Tafel, die aus seiner 
Arbeit entnommen ist, zeigt, noch eine andere Deutung zu. 


', Piese Zeitschrift (1883), Bd. IX, S. 563. 
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Erste Versuchsrethe. 


I ll Ill 
Hypoxanthin 02101 0,2188 0,0212 
Guanin 0.0902 0.0140 0.0123 
Xanthin nichts 0.0731 0,1201 


Zweite Versuchsrethe. 


l MI 
Hypoxanthin 00,1606 0.1736 0.0239 
Guanin nichts Spuren nisin 
Xanthin 0,0383 0.0509 0.1337 


Wenn man von der [nkonstanz absieht, die wahrschein- 
lich von Fehlern abhiingt, die sich bei der Aufteilung so geringer 
Materialmengen nicht vermeiden lassen, so zeigen beide Ver- 
suchsreihen tibereinstimmend eine merkliche Zunahme des Xan- 
thins und eine Abnahme des Hypoxanthins, wiihrend die zweite 
Reihe eine Verminderung des Guanins ergibt. Die plausibelste 
Deutung hierfiir ist, dab wihrend der Digestion Xanthin auf 
Kosten von Hypoxanthin und Guanin gebildet ist, und diese 
befindet sich in guter Ubereinstimmung mit den Resultaten, die 
in bezug auf die Selbstverdauung von Driisen angegeben werden 
sollen. 

Im Jahre 1888 zeigte Salkowski,!) welche Vorziige die 
Anwesenheit von Chloroform bei der kiinstlichen Verdauung 
bringe, und im folgenden Jahr?) veroffentlichte er eine aus- 
fiihrliche Abhandlung iiber die Selbstverdauung der Hefe, in 
welcher gezeigt wurde, dal} ein wiisseriger Extrakt von Hefe 
eine betrachtliche Menge Xanthinbasen enthielt, die direkt mit 
Silbernitrat und Ammoniak fiallbar waren, wihrend ein ent- 
sprechender Extrakt  sterilisierter Hefe davon frei war. Sal- 
kowski versuchte nicht, die Basen zu identifizieren, aber be- 
merkte am Anfang der Besprechung, da er sie der Kurze 
halber Hypoxanthine nennen wolle. — Die folgende Arbeit 
Salkowskis#) iiber die Selbstverdauung der Leber und des 
Muskels bringt in Hinsicht der Xanthinbasen nichts Neues zu 
der schon erwiihnten Entdeckung von Salomon hinzu, aber 

‘) Deutsche med. Wochenschr. (1888), Bd. 16. 

*) Diese Zeitschrift (1889), Bd. XIII, S. 506. 

3) Zeitschr. f. klin. Med. (1890), Suppl. 5. 77. 
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dann erwies Schwiening,!) dafi dieselben Resultate erzielt 
werden kénnen an Organextrakten, die durch wiederholte Fil- 
tration fast vollig frei von Zellen gemacht waren. Er fiigt auch 
noch die Beobachtung hinzu, dali die Anwesenheit von Alkali 
der Enzymwirkung hinderlich sei. — Biondi?) wiederholte auch 
die Versuche Salkowskis an der Leber, aber identifizierte 
die Xanthinbasen nicht. Er erwies, dai das Enzym nicht mit 
dem Trypsin identisch sei, auf folgende Weise: Eine Portion 
Leberbret wurde durch Kochen sterilisiert und mit Pankreas- 
pulver versetzt; nach ausreichender Digerierung konnte nur 
eine Spur Xanthinbasen gefunden werden, die sich mit Silber- 
nitrat und Ammoniak fiillen lieb. 

OQkerblom) fand unter den Selbstverdauungsprodukten 
der Nebenniere Xanthin, 1-Methylxanthin, Hypoxanthin, Epi- 
guanin und eine Spur von Adenin. Da nun seither zwei von 
diesen Basen niemals als hydrolytische Spaltungsprodukte der 
Nucleoproteide beobachtet| wurden, so unternahm der Ver- 
fasser mil Whipple*) eine Untersuchung des Nucleoproteids 
dieser Driise, in der Erwartung, eine Substanz zu finden, die 
bei der Spaltung 1-Methylxanthin und Epiguanin liefern wirde. 
Zu unserem groben Erstaunen fanden wir zwar Guanin und 
Adenin, aber keine von den Basen, die Okerblom sonst noch 
angibt. Ein groBerer Unterschied lift sich gar nicht denken: 
Okerblom fand ein bedeutendes Uberwiegen des Xanthins, 
aber kein Guanin. Wir fanden vor allem Guanin, aber kein 
Xanthin. Hahn und Geret®) haben ferner den Einfluf mecha- 
nischer Einwirkungen auf die Beseitigung der Bedingungen 
studiert, welche auf die Fiillung der Xanthinbasen aus den 
Produkten der Hefeselbstverdauung von Einflu6B sind, haben 
aber die Basen nicht indentifiziert. 

Kutsceher®) unternahm eine sorefiiltige Untersuchung der 

1) Virchows Archiv (1894), Bd. 136, S. 44 

2) Virchows Archiv (1896), Bd. 144, S. 37 

3) Diese Zeitschrift (1898), Bd. XXVIII, S. 60. 

*; American Journal of Physiology (1902), Bd. 7, 8. 423. 

5) Zeitschr. f. Biol. (1900), Bd. 40, S. 117. 


®) Diese Zeitschrift (1901), Bd. XXXII, S. 59. 
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Xanthinbasen, die bei der Selbstverdauung der Hefe entstehen, 
und bediente sich dabei der von Kriiger und Salomon vor- 
geschlagenen Methode. In der Xanthinfraktion fand er weder 
Xanthin noch irgend eine base dieser Fraktion: in der Hypo- 
xanthinfraktion fand er Guanin und Adenin, aber keine nennens- 
werte Menge von Hypoxanthin. Er meint, dai Nanthin ur- 
spriinglich vorgebildet sei und spiiler zersetzt werde, stellt aber 
nicht die Vermutung auf, dafb Guanin oder Adenin auf Kosten 
des Xanthins gebildet werde. Um jene seine Voraussetzung 
zu stiitzen, fiihrt er die Arbeit von Lehmann an, die zeige, 
wie vorgebildete Xanthinbasen spéter verschwinden konnen. In 
seiner Arbeit bemerkt ferner Kutscher, dafi er mit dem Pankreas 
friiher zu denselben Resultaten gekommen sei.') Da Verfasser 
mit Whipple?) Guanin und Adenin, aber kein XNanthin und 
Hypoxanthin unter den hydrolytischen Produkten des Pankreas- 
nucleoproteids (a) von Hammarsten fanden, so ist in dieser 
Beziehung offenbar kein Unterschied zwischen den Produkten 
der Autolyse und Hydrolyse. 

In einer Untersuchung iiber die Autolyse der Thymus- 
driise hat Kutscher’) ein Produkt gefunden, das er als Thymin 
bezeichnete. Aus der Tatsache, dab er bei der Analyse zu 
hohen Gehalt an Stickstoff fir Thymin fand, schlob er, dab 
das Material wahrscheinlich etwas Uracil enthalte. 

Levene?) fand, dab Uracil bet der Pankreasselbstverdau- 
ung entsteht, wiihrend Thymin beim Kochen der Nucleinsaure 
dieser Driise mit Mineralsiiure entsteht. Da die Versuche, 
Thymin unter den Produkten der Autolyse zu finden, mib- 
langen, so schliebt er, das Uracil an Stelle von Thymin ge- 
bildet werde, spricht sich aber nicht dariiber aus, ob dies 
auf die Wirkung von Trypsin oder auf die Anwesenheit eines 
besonderen Enzyms zuriickzufiihren sei. 

Araki®) zeigte, dab der wiisserige Extrakt der Thymus- 


') Sitzungsberichte der Ges. z. Bef. d. ges. Naturwissenschaften (1900), 
*) i. ¢. 

3) Diese Zeitschrift (1901), Bd. XXXIV. S. 114. 

4) Diese Zeitschrift (1903), Bd. XXXVII, S. 527. 

5) Diese Zeitschrift (1903), Bd. XXXVIII, S. 84. 
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drise ein Enzym enthialt, das imstande ist, a-Thymusnuclein- 
saure in B-Thymusnucleinsdure uberzuftihren. Dies ist ein rein 
hydrolytischer Vorgang, denn man kann dasselbe erzielen mit 
Trypsin und heiben Alkalien, 

Reh?!) fand unter den Produkten der Autolyse der Lymph- 
drisen Thymin und eine kleine Menge Uracil, doch keine 
Xanthinbasen, und hilt einen ursiichlichen Zusammenhang fiir 
moglich zwischen der Anwesenheit der ersteren und dem Fehlen 
der letzteren. 

Iwanoff?) fand neuerdings, dab verschiedene Schwamme 
(aspergillus niger und penicillium glaucum) ein Enzym_ ent- 
halten, das das Natriumsalz der Thymusnucleinséure einer tief- 
greifenden Spaltung unterzieht, die zur Bildung von Phosphor- 
siure und Xanthinbasen fihrt. Er zeigte, dafB das Enzym 
wahrscheinlich nicht identisch ist’ mit dem proteolytischen 
Enzym des Mycels, und gibt ihm den besonderen Namen: 
«Nuclease». Iwanoff bemerkt, daBb die Wichtigkeit seiner Ent- 
deckung sich noch tiber den in Rede stehenden Fall hinaus- 
erstrecke; jede Zelle besitze im Embryonalstadium eine grobe 
Menge Nucleoproteid, die in dem Mabe aufgespalten werde, 
wie die Entwicklung fortschreite, und diese Aufspaltung hangt 
nach Iwanoffs Meinung von einem besonderen Enzym einer 
«Nuclease» ab. Natiirlicherweise ist das zweifellose Vorhan- 
densein eines solchen Enzyms schon tiberzeugend dargetan 
worden dureh die Arbeit von Jones und Whipple’) am 
Nebennierenextrakt und von Levenet) am Pankreas. Das 
Enzym der Nebennieren bildet Xanthinbasen, welche qualitativ 
verschieden sind yon dem durch Kochen mit Siiuren gebildeten. 
Im Gegensatz dazu hat sich dort, wo hinreichend ausfiihrlich 
untersucht wurde, herausgestellt, da’ die Produkte, die durch 
proteolytische Enzymwirkung entstehen, dieselben sind, wie die 
durch Kochen mit Siiuren erhaltenen. 


') Hofmeisters Beitrige (1903), Bd. 3, S. 569. 
2) Diese Zeitschrift (1903), Bd. XXXIX, S. 31. 

















Uber die Selbstverdauung von Nucleoproteiden. 


Die Arbeit von Schittenhelm und Schroter!') bestiitigt 
die allgemein angenommene Ansicht, dal gewisse Xanthinbasen 


durch die Einwirkung von Fiiulnisbakterien in andere iiberge- 
fiihrt werden kénnen, und zeigt, daB eine solche Uberfiihrung 
mit Reinkulturen von Kolibazillen moglich ist. 

Der Verfasser hat friiher gezeigt,2) dab bei der Autodigestion 
der Thymusdriise Xanthin auf Kosten von Guanin und Adenin 
sebildet wird, und dali das so gebildete Xanthin von dem 
Nucleoproteid und von keinem andern Bestancteil der Driise 
stammt. Das Nucleoproteid wurde aus der Driise mit Wasser 
extrahiert und von léslichen Bestandteilen durch abwechselnde 
Fillung mit Essigsiiure und Lésung in Natriumkarbonat befreit. 
Die auf diese Weise hergestellte Losung von Nucleoproteid 
erwies sich als enzymatisch wirksam und man kam zu den- 
selben Resultaten, ob man nun solch eine Losung 20 Stunden 
oder 10 Tage digerierte, woraus sich ergibt, dafi das Fehlen 
von Guanin und Adenin nicht auf einem Verschwinden nach 
vorheriger Bildung beruht. Wenn man ganz davon absieht, 
ob sich die speziellen Funktionen des Enzyms auf das urspriing- 
liche Nucleoproteid, ob an einem Zwischenprodukt oder an 
den Xanthinbasen selber vollziehen, so ist doch der dabei in 
Frage stehende chemische ProzeB offenbar. Die Uberfiihrung 
von Guanin in Xanthin kann nur durch Ersatz einer Amido- 
gruppe durch eine Hydroxylgruppe zustande kommen, wiihrend 
die Umwandlung von Adenin in Xanthin die entsprechende 
chemische Umformung in sich schlieft mit dem gleichzeitigen 
krsatz eines Hydrogenatoms durch eine Hydroxylgruppe. 

In beiden Fillen muS Ammoniak?) gebildet werden, wiih- 
rend im Falle des Adenins Hypoxanthin als Nebenprodukt ent- 
stiinde, vorausgesetzt, dafB der Ersatz der Amidogruppe zuerst 
vor sich geht. Es ist von Bedeutung, dah eine betriichtliche 
Menge Ammoniak gefunden ist und auch eine Spur Hypo- 
xanthin. Die proteolytischen Enzyme bilden kein Produkt, das 
nicht auch durch die Wirkung kochender Sauren auf die Proteide 





1) Diese Zeitschrift (1903), Bd. XXXIX, S. 203. 
%) Diese Zeitschrift, Bd. XLI, S. 101. 
‘) Kutscher, |. ¢. 
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hervorgerufen werden kénnte und zwar, trotzdem reichlich 
und verschiedenartig Gelegenheit zum Ersatz von Amidogruppen 
gegeben ist, durch kristallisierende Produkte der Proteolyse. 


Uber die bei der Selbsfverdauung der Thymusdriise 
gebildeten Pyrimidinderivate. 

Bei einer Untersuchung der Selbstverdauungsprodukte der 
Thymusdriise isolierte Kutscher!) eine kristallinische Substanz, 
deren Eigenschaften vollig mit denen des Thymins korrespon- 
dierten, deren Prozentgehalt an Stickstoff aber nicht mit dem 
theoretisch erforderlichen tibereinstimmte. Er sehlob daraus, 
dab seine Substanz zwar Thymin sei, doch mit eimigen bel- 
mengungen, die reicher an Stickstoff sind, vielleicht von Uracil. 
Die Methode, deren sich Kutscher zur [Isolation dieser Sub- 
stanz bediente, ist nicht verschieden von der, die seiner Zeit 
vom Verfasser in Kossels Laboratorium zur Anwendung ge- 
bracht wurde.?) Es abt sich zeigen, dab die Anwendung 
dieser Methode auf frische Thymusdriise ein Silberprazipitat 
liefert an dem Punkte, wo Thyminsilber auftreten soli. Dieses 
Priizipitat enthilt aber kein Thymin, sondern eine auBerst lOs- 
liche, 6lige Substanz, die voraussiehtlich sehr hinderlich auf 
die Reindarstellung des Thymins einwirken wird, Dieser Sub- 
stanz kann man leicht aus dem Wege gehen, wenn man statt 
des ganzen wiisserigen Extraktes der Driise nur das daraus 
isolierte Nucleoproteid digeriert. 

{000 ¢ feinzerteilter Driisensubstanz wurden mit 2500 ecm 
Wasser versetzt und nach Zusatz von Chloroform bei Zimmer- 
temperatur 12 Stunden stehen gelassen. Die Fliissigkeit wurde 
durch ein Tuch geprebt und die festen Bestandteile dann so 
gut wie moglich mit Hilfe der Zentrifuge entfernt. Darauf wurde 
sie mit Essigsiiure behandelt, das ausgefiillte Nucleoproteid mit 
der Zentrifuge isoliert, in Wasser aufgeschwemmt und nach 
Zusatz von Chloroform bet Zimmertemperatur in einem gut- 
schlieBenden Gefih} 12 Tage aufbewahrt. Dann wurde zum 
Kochen erhitzt, von den koaguiierten Eiweibkorpern abfiltriert 
und die Phosphorsiiure mit Barythydrat ausgefallt. Nach Ent- 

i @ 


2) Diese Zeitschrift (1900), Bd. XXIX, 8. 461. 
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fernung des Baryumtberschusses mit Kohlensiiure dampfte man 


die LOsung unter vermindertem Druck bis auf ca. 200-—250 cem 
ein und machte sie mit Salpetersaure schwach sauer. Jetzt 
entstand ein ausgiebiger, flockiger Niederschlag, der nach 
Waschen mit Wasser, Trocknen mit Alkohol und Ather 1 ¢ 
wog und sich als vollig reines Nanthin herausstellte. Das Filtrat 
vom Xanthin wurde, solange wie sich noch ein Niederschlag 
bildete, mit Silbernitrat versetzt, und nach der Filtration wurden 
abermals sukzessive Portionen von Silbernitrat zugesetzt, so 
lange, bis eine Spur der Fliissigkeit mit Barvthydrat einen 
gelben Niederschlag gab. An diesem Punkte war eine betriicht- 
liche flockige Fiillung entstanden, die abfiltriert und auf Thymin 
untersucht wurde, jedoch mit negativem Erfolge. 

Die Fliissigkeit wurde bis zu sechwach alkalischer Reaktion 
mit Baryumhydrat behandelt und der voluminése, weifflockig> 
Niederschlag mit Hilfe der Zentrifuge abgetrennt und ausge- 
waschen. Darauf wurde der Niederschlag mit Wasser auf- 
genommen, mit Schwelelwasserstoff zerlegt und das vom Silber- 
sulfid Abfiltrierte auf dem Wasserbad zu einer kleinen Menge 
eingedampft. Beim = Erkalten fanden = sich Kristalle, die aus 
Biindeln von Nadeln bestanden, die in einem Punkte vereinigt 
waren, und eine vollig klare Mutterlauge blieb zuriick, die 
leicht abgegossen werden konnte. Darauf wurde die Substanz 
nochmals mit heiBem Wasser umkristallisiert, bei 100° ge- 
trocknet und analysiert. 


0.1847 g¢ Substanz erforderten 5.94 cem Schwefelséure von be- 


kanntem Gehalt (1 cem == 0,007814 N). 
Fir Thymin berechnet Fiir Uracil berechnet Gefunden 
N 22,22 °/o 25,0 °/o 23,13 %'e 


Ks kann somit kein Zweifel bestehen, dab es sich um 
Uracil handelt, und zwar ohne Beimengung von Thymin, und 
da jeder Versuch, Cytosin nachzuweisen, erfolglos blieb, so ist 
es wahrscheinlich, dafB das bei der Autodigestion entstehende 
Uracil auf Kosten von Thymin und Cytosin gebildet wird, die 
man ja als hydrolytische Spaltungsprodukte!; der Thymus- 


') Der Ausdruck «Hydrolytische Spaltungsprodukte» ist in der vor- 
hegenden Arbeit nur in dem beschrankten Sinne zu verstehen, dafi man 
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nucleinsiure erhalten kann, und auberdem ergibt sich, daB das 
Enzym der Thymusdriise Wirkungen aufzuweisen imstande ist, 
die den gewOhnilichen proteolytischen Enzymen nicht zukommen. 


Uber die Selbstverdauung der Nebenniere. 


Die merkliche Vermehrung von Xanthinbasen, die bei der 
Selbstverdanung der Nebennieren auftritt, ist von Okerblom 
im Jahre 1898 zuerst beobachtet worden. Er lief eine Mischung 
von 7,8 ke feinzerteilter Driisensubstanz, Chloroform und Wasser 
bei Korpertemperatur einige Tage stehen und dampfte nach 
Koagulierung der Proteide in der Hitze die tibrigbleibende Losung 
unter vermindertem Druck auf ein kleines Volumen ein. Aus 
der konzentrierten Flissigkeit lagerten sich 8 g doppelbrechender, 
korniger Substanz ab, die frei von Phosphor war und mit Sal- 
petersiiure die Xanthinprobe gab. Ohne noch die Fallung mit 
Silbernitrat und Ammoniak zu versuchen, ging dann Okerblom 
sogleich an die Analysierung der Substanz nach der Methode 
von Salomon und Kriiger und erhielt folgende Werte: 


Xanthin 3,56 

1-Methylxanthin 0,50 

Hypoxanthin 0.15 

Adenin (in Spuren) 

KE piguanin (eine geringe Menge) 
4,21 


Da der Verfasser nun gefunden hatte, dai bei der Hydro- 
lyse des Nucleoproteids der Nebenniere mit kochenden Sauren 
vor allem Guanin und Adenin und nur Spuren von Xanthin 
entstehen, sah sich der Verfasser veranlaBt, den Versuch von 
Okerblom zu wiederholen. Im Beginn war gezeigt, dab bei 
Verwendung frischer Driisensubstanz keine Spur von Xanthin- 
basen entsteht. 

10 ke feinzerteilter Driisensubstanz wurden mit 35 Liter 
Wasser vermischt und in 15 GefaBe verteilt. Jedes dieser 


dabei nur an die Substanzen zu denken hat, welche tatséchlich durch 
EKinwirkung kochender Sauren entstehen. — Die Reaktion zwischen 
Guanin und Wasser, bei welcher Xanthin und Ammoniak entsteht, ist 
zwar de facto eine Hydrolyse, kann aber nicht durch die Wirkung 


kochender Séiuren eintreten. 
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GefaBe wurde nach reichlichem Chloroformzusatz unter gutem 


Verschlusse in einen Thermostaten von 40° CC. gesetzt und 
einige schon nach 3 Tagen herausgenommen, andere lianger, 
bis zu 14 Tagen, der Digerierung iiberlassen. Jede Portion 
wurde dann mit Essigsiiure versetzt, zur Koagulation der Pro- 
teide erhitzt und filtriert. [In einigen Fiillen erfolgte nun Be- 
handlung mit Baryumhydrat und nach der Filtration Entfernung 
des tiberschtissigen Reagens durch Kohlensiiure. in anderen 
Fiillen wurde dies unterlassen. Jede der Fliissiekeiten wurde 
vesondert unter vermindertem Druck eingedampft und in jedem 
Falle war das Resultat ganz das gleiche. Das gesamte ab- 
gesetzte Material wog nach ausgiebiger Waschung mit Wasser, 
Alkohol und Ather 9,7 g. Diese Masse wurde sukzessive mit 
5°/oigem Ammoniak solange versetzl, als sich noch etwas loste, 
und der Niederschlag soregfiltig mit Wasser gewaschen und 
mit Alkohol und Ather getrocknet: er wog 0.957 ¢, enthielt 
nur geringe Mengen organischer Substanz und gab mit Salpeter- 
siiure nicht die Xanthinreaktion. Beim Erhitzen auf dem Platin- 
blech sehwiirzte es sich nur wenig und lieferte Calciumkarbonat. 
Mit entsprechenden Methoden wurde die Substanz als Calcium- 
oxalat identifiziert. 

Die vereinigten L6sungen der Xanthinbasen in Ammoniak 
wurden nun mit einem leichten Uberschu8 mit 5°/oiger am- 
moniakalischer Silbernitratlbsung versetzt, die ausgefiillte Silber- 
menge mit Wasser gewaschen, mit Salzsiure gespalten und nach 
Abfiltrieren des Chlorsilbers das saure Filtrat nach der Methode 
von Kriger und Salomon auf Xanthinbasen untersucht. 

Die Xanthinfraktion gab 4,73 g Xanthinnitrat, wovon 
ein Teil in die freie Base tibergefiihrt und analysiert wurde. 

I. O,2101 g Substanz erforderten 9,84 ccm Schwefelsiure von be- 
kanntem Gehalt (1 ecm = 0,007814 N). 


I]. 0.2039 g¢ Substanz erforderten 9.56 ccm derselben Siiure. 


Fir Xanthin Gefunden 
berechnet | II 
N S6.R4° o 36.60 ° 6 36.63 °/o 


Das Filtrat vom Xanthinnitrat wurde jetzt mit Ammoniak 
his zu alkalischer Reaktion versetzt und da kein Niederschlag 
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auftrat, war die Abwesenheit von Guanin erwiesen.') Die 
alkalische Fliissigkeit wurde auf ein kleines Volumen einge- 
damp{t, das ausgeschiedene Material abfiltriert und mit Alkoho! 
und Ather gewaschen. Diese Substanz, welche 0,420 g wog, 
erwies sich unter dem Mikroskop als aus wohlgeformten Platten 
bestehend, die keine Spur von Seidenglanz hatten. 

Sie wurde in dem 15fachen ihres Gewichtes einer 3,3°/olgen 
Natriumhydratlosung gelost und in die entsprechende Menge 
Salpetersiiture hineingegossen. Beim Abktihlen schieden— sich 
0.394% ¢ kristallinischer Masse aus, die allem Anschein nach 
Xanthinnitrat waren und nicht als 1-Methylxanthin angesehen 
werden konnten. Sie wurde in die freie Base tibergeftihrt und 
analysiert. 

01427 ¢ Substanz erforderten 6,71 cem Schwefelsiure von be- 


kanntem Gehalt (1 cem O.OO781L4 N). 
Berechnet fir Xanthin  Berechnet fiir 1-Methylxanthin  Gefunden 
N 86,842) 0 33,70°/o 36,74 °/o 


Ks besteht kein Zweifel an der Loéslichkeit des reinen 
Xanthinnitrates in reiner Salpetersiiure, wie Kruger und Sa- 
lomon erwiesen haben, wenn man aber unreines oder pigmen- 
tiertes Material verwendet, wie man es bel direkter Gewinnung 
aus den Driisen erhdlt, dann kann man eine betrachtliche 
Portion Nanthin stets in der Mutterlauge der ersten Kristalli- 
sation des Nitrates wiederfinden. Wenn man das Xanthin dureh 
nochmaliges Kristallisieren seines Nitrates aus der Salpeter- 
siture gereinigt hat, so enthilt die saure Mutterlauge nur noch 
Spuren der Base. Die definitive Unterscheidung zwischen 
Xanthin und t-Methylxanthin ist gegeben in der relativen L6s- 
lichkeit ihrer Nitrate in Salpetersiiure. Diese Priifung ist von 
Okerblom bei seinen gereinigten Praparaten nicht vorge- 
hommen worden. 

Die Hvpoxanthinfraktion wurde hei bis zu alka- 
lischer Reaktion mit Ammoniak versetzt. Sofort trat eine feine 

', Bet Anwendung dieses Verfahrens fiir die Xanthinbasen hat der 
Verfasser sonst me die Anwesenheit von Guanin an diesem Punkte ver- 
mift, wenn die Base urspriinglich vorhanden war. Indessen hat sich 
Guanin nicht unter den Basen der Nebennierendriise weder in der 
XNanthin- noch in der Hypoxanthinfraktur gefunden. 
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rotlich-gelbe Triibung auf und beim Erkalten setzten sich an 


den Seiten und am Boden des Getiibes glitzernde Kristalle ab. 
Diese waren schwer und konnten leicht durch Dekantieren von 
einem flockigen) kisenhydroxydniederschlag getrennt werden. 
Diese Kristalle sind von Okerblom als Epiguanin aufgefabt 
worden, und in der Tat, wenn urspriinglich die Base anwesend 
cewesen wire, wiirde sie sich an dieser Stelle kristalliniseh 
niedergeschlagen haben. — Unter dem Mikroskop aber ergaben 
sie sich nach Wasehen mit Wasser, Alkohol und Ather als 
ideale Briefkuvertskristalle von Calciumoxalat. Die Substanz 
gal mit Salpetersiiure nicht die Xanthinreaktion, loste sich nicht 
in kochender 10°/oiger Essigsiiure, wohl aber mit Leichtigkeit 
in iiuberst verdiinnter Salzsiiure und fiel nach Behandlung mit 
Ammoniak dann wieder aus. Beim Erhitzen auf dem Platin- 
blech blieben Kristalle in Calciumkarbonat zurtick, ohne dab 
Schwirzung aufgetreten wire. 

Die Fliissigkeit, von welcher das Caleiumoxalat abge- 
schieden war, wurde vom Eisenhydroxyd abfiltriert und aus 
einer kleinen Menge das Ammoniak durch Kochen  entternt. 
Da diese Probe mit Pikrinsiiure nur eine leichte Triibung gab 
und zwar erst nach Hinzufigung einer grofen Quantitéit des 
Reagens, wurde die Hauptmenge der ammontakalischen I liissig- 
keit mit einem Uberschu8 ammoniakalischer Silberlésung be- 
handelt, und der Silberniederschlag von Hypoxanthin wurde 
auf die iibliche Weise in Hypoxanthinnitrat tibergefiihrt. Auf 
diese Weise wurden 0,180 ¢ einer Substanz erhalten, die tberall 
die Wetzsteinformen aufwies und beim Verdampfen mit Sal- 
petersiure und bBehandeln mit Natriumlydrat nur eine Andeu- 
tung rotlich-gelber Farbe darbot. Diese Kristalle kénnen also 
nichts anderes sein, als Hypoxanthinnitrat. 

Der vierte Teil der Mutterlauge, aus welcher sich ur- 
spriinglich die rohen Nanthinbasen abgeschieden hatten, wurde 
mit konzentrierter Schwefelsiure behandelt, so dab die gesamte 
Iliissigkeit 20°/o Siiure enthielt, und am Rickflubkihler 8O Stun- 
den gekocht. Darauf folete Behandlung mit Baryumhydroxyd, 
Filtration und Beseitigung des uberschiissigen Baryts durch 
Kohlensaéure. Die Losung wurde mit Schwetfelsiure angesiuert 
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auf dem Wasserbade eingeengt und der Farbstoff so gut wie 
moglich mit Tierkohle beseitigt. Der Zusatz von Ammoniak 
und Silbernitrat rief einen spiirlichen dunklen Niederschlag her- 
vor, weleher auf Guanin pnd Adenin besonders untersucht 
wurde, jedoch mit negativem Erfolge. 

Somit lefert die Autodigestion der Nebenniere Xanthin, 
eine kleine Menge Hypoxanthin und vielleicht auch eine Spur 
Adenin, aber weder Guaanin noch Epiguanin noch 1-Methyl- 
xanthin. Es haben sich demnach die Resultate von Okerblom, 
soweit sie dazu dienten, qualitative Unterschiede zu zeigen 
zwischen den autolytischen und hydrolytischen Produkten des 


Nebennierennucleoproteids, bestiitigt. 


Uber die Autodigestion des Nebennieren- 


nucleoproteids. 


Die Anwendung von Silbernitrat zum Zwecke der direkten 
lsolierung der Xanthinbasen, die bei der Autodigestion der 
Nebenniere entstehen, ist nicht am Platze, wegen des Epinephrin- 
hydrates, welches eine unmittelbar reduzierende Wirkung auf 
dieses Reagens ausiibt, und zwar unter Bildung eines volumi- 
nosen, intensiv gefiirbten Niederschlages: wenn man aber in 
der schon fiir die Thymusdriise beschriebenen Weise das Nucleo- 
proteid isoliert, so kann man ein Praparat desselben erhalten, 
das frei von Epinephrinhydrat und dessen gefarbten Spaltungs- 
produkten ist; dieses ist enzymatisch wirksam und liefert bei 
Korpertemperatur in saurer Fliissigkeit Nanthinbasen. Es wurde 
nun ein Versuch mit 1000 ¢ Driisensubstanz gemacht und der 
Niederschlag von Xanthinbasen direkt mit Silbernitrat und Am- 
moniak hervorgerufen, genau auf dieselbe Weise, wie bei der 
Thymusdriise. Die aus der Driise durch Extraktion gewonnene 
Menge Nucleoproteid war gering, entsprechend seiner schwachen 
Loslichkeit in Wasser, aber die Anwendung von Natriumkarbonat 
schien nicht angezeigt, weil man ja weil, dab dies auf das 
Enzym der Thymusdriise zerstérend einwirkt. Die Menge der 
erhaltenen Xanthinbasen war deshalb auch entsprechend gering. 
Nichtsdestoweniger wurden von 1 kg Driise 100 mg Xanthin- 
nitrat gewonnen, was geniigend ist, um zu zeigen, dal das 











































Uber die Selbstverdauung von Nucleoproteiden. 


hei den friheren Versuchen erhaltene Xanthin vom Nuecleo- 


proteid herstammt. Somit Jabt sich konstatieren, dal in der 
Nebenniere ein Enzym vorhanden ist, welches die charakteristische 
Wirkung des entsprechenden Enzyms in der Thymusdriise aus- 
iibt, daB es niimlich das Nucleoproteid der Driise zersetzt unter 
Bildung von Xanthinbasen, die qualitativ verschieden sind von 
denjenigen, welche durch Hvydrolyse der Nucleoproteide mit 
kochenden Siiuren entstehen. 


Uber die linger ausgedehate Autolvse der Nebenniere. 


Das zum Zweeke der lsolierung der Nanthinbasen in den 
beschriebenen Fiillen verwandte Material bestand aus Fraktionen, 
welche verschieden lange, von 3 bis zu 14 Tagen digeriert 
waren, Bei keinem dieser Versuche war die Anwesenheit von 
Leucin augenscheinlich. Nach Entfernung der Proteide wurden 
die Fliissigkeiten unter vermindertem Druck eingedampft und 
das abgeschiedene Material als Xanthinbasen und Caleium- 
oxalat angesprochen. bei einem Versuch, bei dem 600° ¢ 
Driisensubstanz verwandt waren, lie} man die Digerierung sogar 
t Monate vor sich gehen. Das Material wurde zur Entfernung 
der Proteide erhitzt, mit Baryumhydroxyd behandelt und die 
Fliissigkeit nach Entfernung des tberschiissigen Baryts durch 
Kohlensiure unter vermindertem Druck auf ein kleines Volumen 
eingedampft, worauf eine voluminoése Kristallisation von Leucin 
erfolete. Die Substanz wurde nach Reinigung des Bleisalzes 
und Kristallisation aus 50°/oigem Alkohol gewogen und ergab 
eine Menge von 1,5 g. Die Materialmenge, welche bei den 
Versuchen mit kurzer Digestionszeit verwandt wurde, wiirde 


/ 


deshalb mindestens 24 g Leucin geliefert haben (wenn die 
Digerierung langer fortgesetzt worden ware). Dieser Versuch 
ist nicht angefiihrt worden, um die Anwesenheit eines proteo- 
lytischen Enzyms in der Driise zu erweisen. Wenn die 
Wirkung von 10°/oiger Siéure bei Siedetemperatur in’ einer 
Stunde die Proteide unter Bildung von Leucin zerspaltet, warum 
sollte nicht bei 40° in einem Zeitraum von % Monaten 
0.1%/oige Sure denselben Erfolg haben? Der Zweck des Ver- 
suches ist, zu zeigen, dafi das Fehlen von Leucin bei den 
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Digerierungen kiirzerer Dauer nicht abhiangt von dem Mange! 
an Material in der Driise, durch dessen Hydrolyse ja das Leucin 
ansteigen kann, sondern von der Abwesenheit eines proteo- 
lytischen Enzyms, zum mingesten in einer Konzentration, die 
Leucin schon zu bilden vermag in einer Zeit, wiihrend der die 
Spaltung zu Xanthinbasen vor sich geht. Somit ist der Schluf 
gerechtfertigt, dal die Bildung von Xanthin bei der Selbst- 
verdauung dieser Driise nicht auf der Wirkung des weitver- 
breiteten proteolytischen Enzyms, sondern aller Wahrschein- 
lichkeit’ nach abhiingt von der Anwesenheit eines Enzyms, 
dessen spezielle Wirkung in der Spaltung des Nucleoproteids 
besteht. Da die Haupteigenschaft dieses Enzyms auch dem- 
entsprechend der Thymusdriise zukommt, so scheint die An- 
nahme erlaubt, dab das letztere zu dem ersteren in naher 
Beziehung steht, wenn nicht mit ihm identisch ist. 


Uber die Autodigestion der Milz. 


Withrend der SchluB, zu dem wir im letzten Abschnitt 
gekommen sind, hinreichend begriindet ist durch schon klar- 
gelevte Tatsachen, so wird der Beweis fiir die spezifische 
Wirkung der Nucleasen betriichtlich gestiitzt durch das Studium 
des Enzyms der Milz. Die hydrolytischen Produkte der Nuclein- 
siiure dieser Driise sind sorgfiiltig von Levene!) untersucht 
worden, der sowohl Guanin wie Adenin, aber weder Xanthin 
noch Hypoxanthin fand. Von vornherein hitte man der Analogie 
nach annehmen sollen, dab bei der Autodigestion Xanthin und 
Hypoxanthin, aber weder Guanin noch Adenin gebildet wirden. 
Dies ist indessen nicht der Fall. Guanin ist gerade so viel ge- 
bildet, wie bei der Hydrolyse, aber an Stelle von Adenin tritt 
Hypoxanthin auf. Von Xanthin fand sich keine Spur. Diese 
Resultate sind in weiten Grenzen unabhangig von der Dauer 
der Digestion und koénnen deshalb nicht auf das Verschwinden 
urspringlich gebildeter Nanthinbasen zuriickgefiihrt werden. 
Der SchluB ist) ganz augenscheinlich. Das Enzym ist eben 
unfahig, einen Ersatz der Amidogruppe hervorzurufen, der eine 


') Diese Zeitschrift (1903), Bd. XXXVIII, S. 404. 

















Uber die Selbstverdauung von Nucleoproteiden. D1 


Bildung von Xanthin aus Guanin veranlassen wiirde; noch auch 


kann es die zur Bildung von Xanthin aus Adenin notwendige 
Oxydation einleiten. Das Enzym, dem zwar zwei Funktionen 
der Fermente der Thymus- und Nebennierendriise fehlen, ist 
aber ausgezeichnet durch die Fiihigkeit, dort, wo man Adenin 
erwarten sollte, Hypoxanthin zu bilden. 

Drei Kilo fein verteilter Milz wurden mit 8 Liter chloro- 
formhaltigem Wasser 12 Stunden bei Zimmertemperatur stehen 
gelassen. Die Fliissigkeit wurde durch ein Tuch gepreBt, mit 
der Zentrifuge die suspendierten Partikel entfernt und = nach 
Hinzufiigen von geniigend Chloroform der Extrakt bei 40° C. 
5 Tage lang im Thermostaten stehen gelassen. Darauf wurde 
Kssigsiiture zugefiigt und die Koagulation der Proteide durch 
Hitze vorgenommen. Die Flissigkeit wurde mit Ammoniak 
alkalisch gemacht und nach Abfiltrieren des niedergeschlagenen 
Ammoniummagnesiumphosphates wurde sie mit) ammoniaka- 
lischer Silbernitratlbsung versetzt. Der Silberniederschlag wurde 
dem ProzeB von Kriiger und Salomon unterworfen. 

Kin Kontrollpraparat erwies, dab die frische Driise keine 
Xanthinbasen enthiilt, die nach Entfernung der Proteide durch 
ammoniakalische SilbernitratlOsung entfernt werden konnten. 

Die Xanthinfraktion wurde mit dem tdfachen ihres 
Gewichtes mit Natriumhydroxyd versetzt und der entsprechenden 
Menge Salpetersiiure gesiittigt. Wiihrend die Fliissigkeit’ noch 
heiB war, bildete sich ein sparlicher, flockiger, brauner, amorpher 
Niederschlag. Dieser erwies sich mit Hilfe der Salpetersiiure- 
reaktion fret von Xanthin. Die saure LOsung wurde jetzt mit 
Ammoniak schwach alkalisch gemacht und das auf diese Weise 
ausgefallte Guanin mit dem in der Hypoxanthinfraktion gefun- 
denen vereinigt. Das Filtrat vom Guanin bildete einen duberst 
spirlichen Niederschlag mit Silbernitrat und Ammoniak. Xan- 
thin war also nicht anwesend. 

Die Hypoxanthinfraktion gab mit Ammoniak einen 
profusen Niederschlag. Dieser wurde nacheinander mit sehr 
verdiinntem Ammoniak, Wasser, Alkohol und Ather gewaschen 
und in heiBer, 5°/oiger Salzsiure gelbst. Beim Erkalten schie- 
den sich unverkennbare, federartige Nadeln von salzsaurem 
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Guanin ab. Das Material, welches 1,8 g wog, wurde in die 
freie Base tibergefiihrt und analysiert. 

1. 01638 ¢ der Substanz erforderten 9,70 cem Schwefelséure von 
bhekanntem Gehalt (1 cem = 0,007814 N). 

Il. 0.1849 g Substanz erforderten 10,91 ccm derselben Substanz. 


Fir Guanin Gefunden 
berechnet | lI 
N 46.36% 0 46,28 °/y 46,11 °/o 


Das Filtrat vom Guanin wurde zur Vertreibung des 
Ammoniaks erhitzt und mit Pikrinsiure behandelt. Ein 
kleines Quantum intensiv gefiirbten Materials fiel aus und zwar 
nur nach Anwendung einer groben Menge des Reagens. Der 
Niederschlag hatte keinen bestimmten Schmelzpunkt und war 
in kochendem Wasser unldslich. Es konnte sich also nicht 
um Adeninpikrat handeln. Bei einem anderen Versuche, wo 
zur Beseitigung von Farbstoff Tierkohle angewandt war, wie 
Kriiger und Salomon empfehlen, wurde an diesem Punkte 
mit Pikrinsiiure kein Niederschlag gebildet. Die Pikrinsiiure 
wurde aus der Fliissigkeit mit Schwefelsiiture und Ather ent- 
fernt und das Hypoxanthin auf gewodhnliche Weise isoliert. 
SchlieBlich bekam man 0,830 ¢ farblosen Materials, das in 
homogenen Massen vorziiglich ausgebildeter Wetzsteinformen 
kristallisierte, die nur sechwache Xanthinreaktion gaben. Somit 
konnte es sich nur um Hypoxanthinnitrat handeln. 


Uber die bei der Autodigestion der Milz entstehenden 
Pyrimidinderivate. 

Die bei der Behandlung der Nucleinsiure dieser Driise 
mit kochenden Siiuren entstehenden Pyrimidinderivate sind von 
Levene!) untersucht worden. Aus 140 g Nucleinsiituue bekam 
er 15 ¢ Thymin und 6 g Cytosinpikrat. 

Der Verfasser fand keine dieser Substanzen unter den 
autolytischen Produkten der Milz, sondern nur Uracil. 

3 Kilo fein verteilter Driise wurden 12 Tage bei 40° mit 
6 1 chloroformhaltigem Wasser in verschlossenen Gefiben ge- 
halten. Das Material wurde dann mit wenigen Tropfen Essig- 


1) Diese Zeitschrift (1903). Bd. XXXIX, S. 135. 
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siure versetzt, zum Kochen erhitzt und von dem koagulierten 
Proteid abfiltriert. Jetzt wurde Baryumhydrat zugesetzt und 
nach dem Filtrieren der Uberschu8 durch Kohlensiiure beseitigt, 
dann die Losung unter vermindertem Druck eingedampft und 
genau so, wie bei der Thymusdriise, die konzentrierte Fliissig- 
keit mit Silbernitrat und Baryumhydroxyd auf Pyrimidinkérper 
untersueht. SechlieBlich bekam man 1,25 g Substanz, welche 
aus heifem Wasser in Nadelbiischeln auskristallisierten. Dieses 
Material wurde bei 110° getrocknet und analysiert. 

0.2291 g¢ Substanz erforderten 7.33 cem Schwefelsiiure von be- 
kanntem Gehalt (1 cem == 0,007814 N). 

0.1926 ¢ Substanz erforderten 6,20 cem derselben Siiure. 


Fiir Thymin Fir Uracil Gefunden 
berechnet berechnet | Il 
N 22,22 10 25,00 "fe 25,00 °/o 25.15 0 0 


Die Mutterlaugen wurden vereinigt, mit Tierkohle entfiirbt 
und auf ein iiuberst kleines Volumen eingeengt. Beim Erkalten 
setzte sich ein verhiltnismafig geringes Quantum Material ab. 
Dieses wurde einmal aus heifem Wasser umkristallisiert und 
analysiert. 

0.0926 g Substanz erforderten 2,93 ccm Schwefelsiiure von be- 
kanntem Gehalt (N = 24,72 °/o). 

Alle Versuche, die Anwesenheit von Cytosin zu erweisen, 
schlugen fehl. 


Schlubfolgerung. 


Das Nucleoproteid der Thymusdrtise labt bei der Selbst- 
verdauung Xanthin und eine geringe Menge Hypoxanthin neben 
Uracil entstehen, aber weder Guanin, noch Adenin, noch Thymin, 
wiewohl die letzten drei Substanzen durch die Wirkung von 
Mineralsiiuren auf Thymusnucleinsiiure entstehen. Bei der 
Selbstverdauung der Nebenniere findet man Xanthin und eine 
kleine Menge Hypoxanthin, wiaihrend die Hydrolyse des Nucleo- 
proteids der Driise mit kochenden Siiuren Guanin und Adenin 
liefert. In diesem Falle geht die Autolyse ohne die Bildung 
einer irgend nennenswerten Menge Leucin vor sich, wiewohl 
ein Uberflu8 von Leucin bildenden Materials zur Verfiigung steht. 
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Bei der Selbstverdauung der Milz bildet sich Guanin 
ebensogut, wie bei der Hydrolyse der Nucleinséure. Andererseits 
tritt, hier Hypoxanthin bei der Autolyse auf, wahrend man 
Adenin erwarten moéchte, und Uracil findet sich statt Thymin 
und Cytosin, die bei der Hydrolyse der Nucleinsaéure gebildet 
werden. 

Es ist verstiindlich, daB bei der Hydrolyse der Nuclein- 
siure unter dem Einflu8 verschiedener hydrolytischer Agentien 
die Spaltung in jedem Falle an einer anderen Stelle des Mole- 
kiils erfolgt und so verschiedene Produkte entstehen laBt. Doch 
spricht in unserem Falle die Wahrscheinlichkeit gegen eine 
solche Annahme, und die in dieser Arbeit behandelten Er- 
scheinungen lassen sich am besten so auffassen, dab die in 
Rede stehenden Enzyme die hydrolytische Wirkung kochender 
Siiuren haben und auferdem die Entfernung von Amidogruppen, 
Oxydation und Aufspaltung von Kohlensaure veranlassen konnen. 
Es ist interessant, daf diese drei Wirkungen von den gewohn- 
lichen Fiiulnisbakterien ausgetibt werden, wie bei der Bildung 
von Paroxyphenylpropionsdure, Paracresol und Phenol aus 
Tyrosin: bei der Bildung von Putrescein aus a-d-Diamidovalerian- 
siiure und bei der Bildung einer Menge von Faulnisprodukten 
aus den Proteiden, die alle zuriickgefiihrt werden konnen auf 
eine geringe Anzahl hydrolytischer Produkte. 














Eine neue Methode der quantitativen Cellulosebestimmung 
in Nahrungsmitteln und Faeces. 


Von 
Dr. Osear Simon, Badearzt in Karlsbad, 
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Dr. Hans Lohrisch, 
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(Aus der I. inneren Abteilung des Friedrichstadter Krankenhauses zu Dresden. 
Vorstand Prof. Dr. Ad. Schmidt.) 


Der Redaktion zugegangen am 6, Mai 1904. 
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Unsere Kenntnisse von der chemischen Dignitiit der in 
den verschiedenen Pflanzen vorkommenden Cellulosen, sowie 
deren Verwertbarkeit im tierischen und menschlichen Organismus, 
sind noch recht diirftig. Nicht zum geringsten Teil sind es die 
Umstindlichkeit sowie Ungenauigkeit der angewandten Methoden 
in der Darstellung und der quantitativen Bestimmung, welche 
uns den Einblick in die Physiologie des Zellstoffes verschleiern. 
Das am hiaufigsten angewandte Verfahren, schlechtweg das 
Weenderverfahren genannt, von Henneberg und Stohmann!) 
bestimmt nur den unter dem Sammelnamen Rohfaser zusammen- 
sefaBten Pflanzenrest. Rohfaser heibt nach Beschreibung der 
Autoren alle in Vegetabilien vorkommende, in verditinnten Alka- 
lien, verdiinnten Siiuren, in Wasser, in Alkohol und Ather un- 
losliche Substanz. Naturgemif wird auf diese Weise ein 
Produkt erhalten, das je nach der Natur des Ausgangsmateriales 
die verschiedensten N-haltigen und N-freien Substanzen beigemengt 
enthalt. Verholzte Cellulose enthailt mehr Kohlenstoff, verkorkte 
mehr Stickstoff, und es labBt sich schwer sagen, wie viel N auf 


') Beitrige zur Begriindung einer rationellen Fiitterung der Wieder- 
kduer; Braunschweig, 1860, Heft 2. 
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ungelost gebliebenes genuines Eiwei kommt: andererseits geht 
auch ein wechselnder Anteil der Cellulose beim Kochen mit 
verdiinnten Siiuren in Losung und entgeht damit der Darstellung 
und Bestimmung. 

Wir folgten darum gerne einer Anregung des Herrn 
Professor Schmidt, ein auch fiir klinische Zwecke brauchbares 
Verfahren zur quantitativen Cellulosebestimmung auszuarbeiten. 
Wir gelangten schlieblich zu folgendem, sehr handlichem und 
genauem Verfahren. Das Prinzip desselben besteht darin, dab, 
nachdem, wie bereits Lange') gezeigt, Cellulose in 50°/oiger 
Kalilauge nicht angegriffen wird, die auf ihren Cellulosengehalt 
zu-untersuchende Substanz in 50°/oiger Lauge unter Zusatz 
von H,O, gelost und mit dem halben Volumen 96°/oigen Alko- 
hols gefiillt wird: Eiweibkorper, Seifen etc. bleiben in Losung; 
Cellulose fallt aus: im Prinzip also derselbe Gedanke, der der 
Pfliigerschen quantitativen Glykogenbestimmung zugrunde liegt. 
Im Detail wird folgendermaben vorgegangen: 10 g¢ bei 100° C. 
getrocknete feingepulverte Substanz wird in 50°/oiger Kalilauge 
aufgenommen und eine Stunde im kochenden Wasserbade 
digertert: hierauf erkalten gelassen. Je nach der Natur des 
Ausvangsmateriales ist ein mehr oder minder grober Teil in 
Losung gegangen. Nun werden 3—4 cem Wasserstoflsuperoxyd 
hinzugesetzt: es tritt eine neuerliche starke Erhitzung ein, bei 
der auch die inkrustierten Cellulosehiillen gesprengt, .Lignin- 
und Pectinsubstanzen in Loésung gehen; zugleich hat sich die 
Fliissigkeit entfirbt. Sind noch ungeléste bBrocken in der 
Fliissigkeit zu sehen, so geniigt ein weiteres Verweilen von 
'o-3/4 Stunde im kochenden Wasserbade, um die letzten 
Reste in Lésung zu bringen. Selbst tlefschwarz erscheinende 
Faeces geben nunmehr eine hellgelbe LOsung, in welcher feinste 
Cellulosefasern, die ungelOst blieben, herumschwimmen; je nach 
der Natur der Cellulosen ist ein mehr oder minder grofer Anteil 
in LoOsung gegangen. Von der Kartoffelcellulose geht der 
grobere Teil, von Weizen(Brotjeellulose viel weniger in Losung: 
von priiparierter Cellulose, wie Watte oder Filtrierpapier, lost 
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sich auch nach vielstiindigem Verweilen im kochenden Wasser- 
bade nicht der kleinste Teil. Es wird vielleicht auf diese Weise 
der Trennung von Cellulose in einen Teil, der unter den ge- 
vsebenen Bedingungen léslich und dureh Alkohol fallbar ist, und 
denjenigen, der tiberhaupt nicht in Lésung geht, die Moglich- 
keit gegeben sein, einen genaueren Einblick in das komplexe 
Molekiil der Cellulose zu gewinnen. 

Die stark alkalische Loésung wird nach dem Erkalten mit 
dem halben Volumen 96°/oigen Alkohols versetzt; oft mischen 
sich die Fliissigkeiten nicht; der Alkohol schwimmt oben auf, 
wie Ol auf dem Wasser. Es geniigt dann ein Zusatz von 
6—7 ccm konzentrierter Essigsiiure, um eine gleichmabige 
Mischung zu erzielen: die gelést gewesene Cellulose filllt in Form 
eines feinen Pulvers aus; die Fliissigkeit ist dabei natiirlich noch 
so stark alkalisch, da alle Proteinstoffe in LOsung bleiben. Der 
Niederschlag wird absitzen gelassen und auf einem gehiirteten 
Filter mit der Saugpumpe abgesaugt, vom Filter hierauf ins 
Becherglas zuriickgespritzt, mit viel Wasser aufgenommen und 
auf einem gewogenen Filter filtriert; mit Wasser, dann mit 
verdiinnter Essigsiiure zur Entfernung der Phosphate gewaschen, 
mit Alkoho! und Ather behandelt und schlieSlich getrocknet 
und gewogen; die Cellulose restiert als schneeweibes sich filzig 
anfiihlendes Pulver. Der N-Gehalt desselben betrug hochstens 
1%ro. Bet Bestimmungen in den Faeces ist eine Aschenbestimmung 
unerlaBlich. Bei Bestimmungen in Kartoffeln empfiehlt sich 
eine Vorbehandlung mit Diastase, um ein leichteres Filtrieren 
nach der Entfernung des dicken Stiirkekleisters zu erzielen: 
es geniigt dabei, die gewogene Substanz mit Diastase bei 70° 
liber Nacht stehen zu lassen. 

Im folgenden die Resultate, die von verschiedenen Kar- 
toffel-, Brot- und Faecesproben gewonnen wurden, mit ihren 
Kontrolibestimmungen. 


Cellulose von Kartoffelproben. 
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Brotsorte I 


Kontrolle B. Kontrolle B 


I. II. Ill. 
1. 0.38% 0.34/o 0,342/o 0.05 %o N 
Brotsorte Il 
I. Il. IL. 
2. 0,20°/o 0,23 Jo (0,23 °/o 2°) Asche 


Brotsorte III (Rademans Cellulosebrot) 


I. 
3. 3,22°%/o 3,26°/o -- — 
Faeces 
I. II. Nach Abzug von 

1. 3,93%7o 4.01 °/o 4,05 °/o 20,5°/o Asche 
2. 2,87°%o 2,82 %/o a 42.5%o >» 

3. 2,31°%o 2,41°%/o — 4A1,0%o — » 

4, 2,18°'o 2,20 °/o — 41.8% > 

5. 1,86°/o 1,.85°/o i 41,6°/o 


Ks ist uns eine angenehme Pflicht, Herrn Prof. Dr. 
Schmidt fiir die Anregung dieser Untersuchungen  unseren 
besten Dank zu sagen. 








Uber das Verhalten der Diaminopropionsaure im Tierkorper. 


Von 
Paul Mayer, Karlsbad. 


‘Aus dem chemischen Laboratorium des pathologischen Instituts der Universitat Berlin. ) 


(Der Redaktion zugegangen am &, Mai 1904.) 


Von der grofen Zahl von Eiweifspaltungsprodukten, deren 
Kenntnis uns die moderne Eiweiichemie vermittelt hat, sind 
bisher nur wenige auf ihr physiologisches Verhalten unter- 
sucht. Die ungleiche Rolle im Tierkérper, die ihnen ihr so 
sehr verschiedener Bau vindiziert, tritt in den bisher angestellten 
Versuchen deutlich zutage: ihre Kenntnis ist um so wertvoller, 
als nach den neuesten Ergebnissen der Verdauungsphysiologie 
(Cohnheim) im Organismus offenbar eine weitgehende Auf- 
spaltung der Proteinstoffe zu kristallinischen Produkten  statt- 
haben kann, die dann, ihrer verschiedenen  physiologischen 
Dignitaét entsprechend, im Organismus wieder zum Aufbau ver- 
wendet werden (Umber, Blumenthal, Koliseh u. a.). 

sisher sind von den Eiweifspaltungsprodukten fast nur 
die am liingsten bekannten Monoaminosiuren auf ihr Verhalten 
im TierkOrper gepriift worden, und die ilteren Angaben haben 
jiingst durch Stoltes Versuche iiber das Schicksal dieser Kérper 
nach Einfiihrung in die Blutbahn eine Erweiterung erfahren. !) 
Unter pathologischen Bedingungen sind solche Versuche schon 
friiher von A. Loewy und C. Neuberg?) am Cystinuriker 
init Mono- und auch Diaminosiiuren angestellt. Uber das Ver- 
halten der letzteren im Organismus liegen sonst keinerle: An- 
gaben vor. 


Um diese Liicke auszufiillen, berichte ich zuniichst tiber 


1) K Stolte. Hofmeisters Beitr... Bd. V. H. 1 u. 2, 1904, 


2) A. Loewy und C. Neuberg, Vortrag auf der Versammlung 


deutscher Naturforscher und Arzte, Cassel 1903. 































oO) Paul Mayer. 


Versuche mit dem niedrigsten und einfachsten Glied der Diamino- 
siiurereihe. Willstidter!) hat gezeigt, dab die von Drechsel 
angeblich erhaltene Diaminoessigsiiure nicht existiert, so daf 
die a-B-Diaminopropionsiiure, CH,NH, -- CHNH, — COOH, als 
der einfachste Reprisentant dieser Reihe zu betrachten ist. 

Kine ganz besondere Wichtigkeit haben die Mono- und 
Diaminosiiuren erlangt, seitdem sie in Beziehung gebracht wurden 
mit der Bildung von Kohlehydraten aus Eiweib. 

Nachdem es als sicher erwiesen betrachtet werden konnte, 
dafb die relativ groben Traubenzuckermengen, die der schwere 
Diabetiker aus dem Eiweif zu bilden vermag, unmoglich allein 
aus dem im Eiweifimolekiil priiformierten Kohlehydratkomplex, 
der Glukosamingruppe, stammen konnen, haben verschiedene 
Forscher, vor allem Fr. Miiller, Kossel, Fr. Kraus und 
R. Cohn, die Anschauung entwickelt, dab fiir die Zuckerentstehung 
aus Eiweih gewisse Atomkomplexe desselben in Betracht kommen, 
die gar keine Kohlenhydratnatur besitzen, vor allem die bei der 
Aufspaitung des Eiweibes sich bildenden Aminosiiuren, die nach 
Desamidierung, bezw. Sprengung der Kohlenstoffkette auf syn- 
thetischem Wege in Kohlehydrate tibergeftihrt werden konnten. 
Von Kossel wurden hierfiir die Hexonbasen, von Fr. Miller 
und Fr. Kraus das Leucin ins Auge gefabt, die in groferer 
Menge beim Abbau aller Eiweibkorper entstehen. Und wenn 
auch bisher die mit Leucin angestellten Tierversuche noch 
keinen einwandsfreien Beweis erbracht haben, dab gerade in 
dem Leucin das chemische Bindeglied zwischen Kohlehydraten 
und EKiweibkOrpern zu suchen ist, so wird doch die Berechtigung 
der gesehilderten Vorstellungen von den meisten Forschern 
heute anerkannt (s. die letzte Arbeit von Fr. Kraus).*) Die 
Autlindung der Tetraoxyaminocapronsiure 

CHLJOH — CHOH — CHOH — CHOH — CHNH, — COOH 
im Knorpel durch Neuberg und Orgler?) hat tibrigens ein 
Z7wischenglied dieses Prozesses kennen gelehrt. 


'! Willstidter, Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. 35, S. 1378 (1902 
*) Fr. Kraus, Berliner klin. Wochenschr., Nr. 1, 1904 (s. hier- 
selbst die einschliigige Literatur). 


Neuberg und Orgler, Diese Zeitschr.. Bd. XXXVI, H. 5, 1903 
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Eine sehr gewichtige Stiitze fiir die erwiithnte Anschauung 


bildet die jiingst von Neuberg und Langstein!) ermittelte 
Tatsache, daf die Monoaminopropionsiiure, das Alanin, in hohem 
Mabe der Glykogenbildung fiihig ist, und daf diese Aminosiiure 
beim Durchgang durch den Tierkorper ihre Amidogruppe ab- 
spaltet und in Milchsiure tibergeht, welche als tautomere Form 
des Glyzerinaldehyds in naher Beziehung zur Glukose steht. 
Meine Versuche mit den Diaminosauren habe ich um so 
eher mit der Diaminopropionsaéure begonnen, als diese Substanz 
zu einer ganzen HKeihe von physiologisch bedeultsamen Pro- 
dukten in engster Beziehung steht, wie foleende Formeln zeigen : 


1. CH, - NH, — CH - NH, — COOH; Diaminopropionsiiure 
2. CH,OH — CHNH, — COOH, Serin 

3. CH,OH — CHOH — COOH, Glyzerinsiure 

4. CH, — CHNH, — COOH, Alanin 

5. CH, — CHOH — COOH, Milchsaéure 


6. CH, - NH, — CH-SH — COOH, = Steincystein 
7. CH,- SH — CH- NH, — COOH, — Proteincystein. 


Alle diese Substanzen gehoren der 3. Kohlenstoffreihe an. 
auf deren besondere biologische Rolle schon friiher kein Ge- 
ringerer als Kmil Fischer hingewiesen hat. 

Daf auch die konfigurativen und konstitutionellen Relationen 
der genannten Verbindungen gerade von der a-B-Diaminopropion- 
siure ihren Ausgang nehmen, haben jiingst Neuberg und 
Silbermann?) gezeigt. 

Im Hinblick auf den erwiaihnten Neuberg-Langsteinschen 
Befund habe ich bei der Diaminopropionsiiure in erster Linie 
auf Desamidierung geachtet und geprift, ob eine solehe im 
Organismus stattfindet, und die Diaminopropionsiiure, 

CH,NH, — CH - NH, — COOH, 
hierdurch in Glyzerinsaure, CGH,OH —- CHOH — COOH, tiber- 
gefiihrt wird. 


') Neuberg und Langstein, Verhandlg. der Physiolog. Gesellsch., 
Berlin 1903. 

2?) Neuberg und Silbermann., Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch.. 
Bd. 37, H. 2, 1904, S. 341. 











Paul Mayer, 


Ich habe zu diesen Versuchen, die unter den iiblichen 
Kautelen an Kaninchen angestellt wurden, das Chlorhydrat der 
Diaminopropionséure verwendet, da die freie Saure wegen ihrer 
stark basischen Kigenschaften sich als stark giftig erwiesen hatte. 

Das Chlorhydrat, das ich mir aus dem kiauflichen Brom- 
hydrat durch Uberfiihrung mittelst Silberoxyd in die freie Base 
und deren Neutralisation mit HCl herstellte, wodurch man 
zugleich eine Befreiung von stets beigemischtem Bromammonium 
erreicht, wurde den Tieren subkutan einverleibt. 

Kurze Zeit nach Zufuhr der Substanz zeigten die Kaninchen 
meist starke Dyspnoe, bisweilen trat Bewubtlosigkeit ein — 
offenbar eine Folge der Siiurewirkung. Sie erholten sich jedoch 
ausnahmslos und blieben alle am Leben. 

Nach einmaliger Einverleibung von 5—10 ¢ gelang es 
mir nicht, unveranderte Diaminosiiure oder Glyzerinsiiture aus 
dem Harn zu isolieren; ich habe deshalb den Nachweis  der- 
selben in den vereinigten Harnportionen von 3 Versuchen unter- 
nommen, in denen 6, 10 und 10 g Chlorhydrat der Diamino- 
propionsiiure, also im ganzen 26 g subkutan beigebracht waren. 

Der gesammelte Harn (420 cem) wurde auf 200 cem 
eingeengt und mit Bleiessig im UberschuB versetzt; das Filtrat 
der Bleiessigfiillung mit NH, gefillt, und der Bleiessig-NH,-Nie- 
derschlag, der die supponierte Glyzerinsaure und eventuell un- 
veriindert durchgegangene Diaminopropionsiiure enthalten muBte, 
mit HLS zerlegt. Die vom Schwefelblei abfiltrierte Losung 
wurde nach dem Verjagen des H,S mit tiberschiissiger Phos- 
phorwolframsiiture und behufs besseren Absetzens des schwer 
filtrierbaren Niederschlages mit ein wenig Barythydrat — natiir- 
lich unter Vermeidune von alkalischer Reaktion — versetzt. 

a) Der Phosphorwolframsiureniederschlag wurde behufs 
Freimachung der Diaminopropionsiiure mit tiberschiissigem 
Barythydrat eine Stunde lang im Kolben auf dem Wasserbad 
erhitzt, das Filtrat vom Barytniederschlag nach Fallung des 
Barvts mittelst CO, und Einengung der Losung auf ein kleines 
Volumen auf das Vorhandensein von Diaminopropionsiure ge- 
priift, indem ich versuchte, die sehr charakteristische und ganz 
unlosliche Phenyleyanatverbindung derselben nach Neuberg 
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und Silbermann!) darzustellen. Der Erfolg war ein negativer. 
Es konnte keine Diaminopropionsiiure nachgewiesen werden. 

b) Zum Filtrat des Phosphorwolframsiiureniederschlags, 
in welches die Glyzerinsiéure tibergegangen sein mubte, wurde 
von neuem Barythydrat bis zur Ausfiillung der tiberschiissigen 
Phosphorwolframsiiure zugesetzt, abfiltriert, und die auf zirka 
200 ecm eingeengte Losung mit H,SO, bis zur gerade sauren 
teaktion (mittelst Phenolphtalein ermittelt) und zugleich mit 
Bleiessig bis zur volligen Ausfiillung versetzt. Die vom Nieder- 
schlag abfiltrierte Losung wurde mit NH, gefiillt, die Bleiessig- 
NH,-Fillung in der tiblichen Weise mit H,S zerlegt. Die schlieb- 
lich nach Vertreibung des H,S erhaltene auf 50 ccm eingeengte 
Losung diente zur Priifung auf Glyzerinsiiure, die durch Uber- 
fiihrung in das nach Neuberg und Silbermann?) schwer 
lbsliche Brucinsalz erfolgen kann. Zu seiner Darstellung wurde 
die Lésung mit Bruein bis zur alkalischen Reaktion unter Er- 
wiirmen versetzt; nach dem Erkalten wurde vom iiberschiissigen 
srucin abgesaugt, der geloste Anteil mit Chloroform ausge- 
schiittelt, und die Fliissigkeit bis zum Anschiefien der ersten 
Kristalle eingeengt. Nach volligem Erkalten entstand ein Kristall- 
brei, der dreimal aus heifem Wasser unter Anwendung von 
Tierkohle umkristallisiert wurde. 

So erhielt ich 0,7 g eines Brucinsalzes, das nach der 
Aschenbestimmung noch 1,17°/o Asche enthielt; und zwar erwies 
sich die Asche aus Gips bestehend. 

Nach Abzug derselben ergab die Elementaranalyse folgen- 
des Resultat : 


0.1757 g Substanz: 0.3993 g CO,; 01043 g H,O 


01436 » . 7,0 com N (23°, 762 mm). 
: J rec t: N = 5.60°%o; C = 2.40) %o: = 640° /o 
CyoHy,0.No: Be re chnet N D6 62,4 0 H At 
: Gefunden: N == 5,52°/o; C 61,98°/o; H 6,65 °%/o. 


Nachdem somit das erhaltene Brucinsalz sich als glyzerin- 
saures Brucin erwies, so ist der Beweis erbracht, dal die 
Diaminopropionsdure im Kaninchenleibe ihre beiden Amido- 


') Neuberg und Silbermann, lI. ¢. 


?) Neuberg und Silbermann, Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch., 
Bd. 37, H. 2, 1904, S. 339. 
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gruppen abspaltet,!) dab also eine vollsténdige Desamidierung 
stattfindet, und bei diesem Vorgang Glyzerinsiure entsteht. 


CH, - NH, CH, - OH 
CH-NH, -+- 2,0=CH-OH -- 2NH, 
COOH COOH 


Allerdings ist die Menge der ausgeschiedenen Glyzerin- 
siure schr gering — 1 g Brucinsalz entsprechen nur 0,2 ¢ 
freie Siiure —, eine Tatsache, die leicht begreiflich erscheint, 
da naturgemif der grobte Teil der gebildeten Glyzerinsiiure 
weiter verbrennt, wie es nach J. Pohl bei allen analogen 
aliphatischen Substanzen geschieht. 

Der Ubergang der Diaminopropionsiiure in Glyzerinsiiure 
ist nun ein neuer Beweis fiir den physiologischen Zusammen- 
hang von amid- und hydroxylhaltigen Gebilden und weiterhin 
eine Stiitze fiir die Anschauung, dafi die Aminosiiuren bei der 
Zuckerbildung aus Kiweib eine wichtige Rolle spielen. 

Denn die Glyzerinsiiure steht zu den Kohlehydraten in 
allerengster Beziehung. Man braucht sich nur vorzustellen, daf 
die Glyzerinsiiure, CH,OH — CHOH -—— COOH, im Organismus 
zum Glyzerinaldehyd, CH,OH — CHOH — COH, reduziert wird, 
so wiiren die Bedingungen ftir eine Zuckerbildung aus der 
Aminosiiure bereits gegeben. Denn der Glyzerinaldehyd ist selbst 
ein echter Zucker, der sich iiberdies durch Aneinanderlagerung 
von 2 Molekiilen leicht zu Hexosen (Wohl und Neuberg)?) 
kondensieren konnte, um so mehr, als ich einen solchen Vor- 
vang fiir den Zucker der 2. Kohlenstoffreihe, den Glykolaldehyd, 


sehr wahrscheinlich gemacht habe. 3) 


'; Anmerkung bei der Korrektur: Im Hinblick auf dieses Ergebnis 
ist es von Interesse, dafi S. Lang in einer jiingst erschienenen Arbeit 
Hofmeisters Beitr., Bd. V, H. 7 u. 8, 1904), in welcher er iiber die 
Fahigkeit der einzelnen Organe, aus verschiedenen Verbindungen NH, 
abzuspalten, berichtet, die weite Verbreitung eines desamidierenden 
Vorgangs im Organismus nachweisen konnte. 

7) Woh! und Neuberg, Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. 33, S. 3095 
1900), 

P. Maver, Diese Zeitschr., Bd. XXXVUI, H. 1—2 (1903). 











Zur Kenntnis des Blutfarbstoffs. Uber die Formel des Hamins. 
(Zweite vorlaufige Mitteilung.) 


Von 


J. Hetper und L. Marchlewski. 


(Vorgelegt der Akademie der Wissenschaften zu Krakau in der Sitzung vom 9. Mai 1904.) 
(Der Redaktion zugegangen am 16, Mai 1904.) 


In unserer vorigen Mitteilung!) tiber den Blutfarbstoff haben 
wir gezeigt, dafB Morners Himin ein Produkt ist, welches in 
sehr naher Beziehung zum sog. Acethamin steht, dah seine Zu- 
sammensetzung sehr von den physikalischen Bedingungen ab- 
hangt, unter welchen dasselbe dargestellt wird, und dab es in 
den meisten Fallen nur sehr wenig OC,H.-Gruppen  enthiilt, 
obwohl es niemals frei von Athoxyl ist. Auferdem gelang es 
uns, zu zeigen, dah es moglich ist, MOrners Hamin in Acet- 
himin umzuwandeln, und dann blieb nur noch die Frage offen, 
ob Acethiimin das erste gefiirbte Spaltungsprodukt des Hiimo- 
globins ist, oder ob, wie der Name anzeigt, das Essigsiiure- 
radikal ein integrierénder Bestandteil desselben bildet. Ange- 
sichts der Unméglichkeit, die Anwesenheit einer am Kohlenstoff 
oder Stickstoff haftenden Acetylgruppe durch Verseifungsversuche 
nachzuweisen, waren Nencki und Zaleski?) geneigt, anzu- 
nehmen, dafi in Wirklichkeit die genannte Gruppe abwesend 
ist, obwohl die Méglichkeit, daB der CH, - CO-Rest am Kohlen- 
stoff befestigt ist, nicht abzuweisen war. Mehr beweisende 
Griinde bewogen spiiter Zaleski,*) dieselbe Annahme zu machen. 
Dieser Forscher kam zur Uberzeugung, dab die Spaltung des 
«Acethimins» in Himatoporphyrin nach der Gleichung: 

C,,H,,0,N,FeCl ++ 2 HBr + 2H,O = C,,H,,0,N, -}+ FeBr, +- HCI 


34 


') Bull. intern. de l’Acad. des Sciences de Cracovie, Dezember 1903. 
?) Diese Zeitschrift, Bd. XXX, 408 (1900). 
3) Bull. intern. de l’Acad. des Sciences de Cracovie, 1902, 3. 512. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLII, a 
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vor sich geht, und da das aus «Acethimin» dargestellte Hiimato- 
porphyrin in allen Stiicken dem Hiimatoporphyrin  ihnelte, 
welches aus Hiiminen dargestellt wurde, die ohne Zuhilfe- 
nahme von Essigsiiure bereitet waren, so schlof Zaleski, dab 
{ssigsiure bei der Darstellung des Acethimins keine, im wahren 
Sinne des Wortes chemische Rolle spielt. Diese Untersuchung 
von Zaleski kann jedoch trotz ihrer Griindlichkeit und der 
groben experimentellen Fertigkeit des Verfassers unserer An- 
sicht nach noch nicht ausreichen, um die uns interessierende 
Frage zu erledigen. Der beweis griindet sich hauptsichlich 
auf der Analyse des Hiimatoporphyrins und des Mesoporphyrins, 
also von Korpern, welchen friihere Untersuchungen wesentlich 
abweichende Formeln zugeschrieben haben. Ebenso k6nnen 
die neuesten Kiisterschen interessanten Untersuchungen als 
wenig beweisend gelten, denn in allen Fiillen werden die Hiimine, 
welche urspriinglich nach verschiedenen Methoden dargestellt 
waren, schlieblich durch Kristallisation aus Eisessig gereinigt, 
wobei also die Einfiihrung des Acetylrestes méglich war. Trotz 
der Bemiihungen verschiedener Forscher konnte also die Frage 
nach der Zusammensetzung des einfachsten Hamins nicht als 
erledigt betrachtet werden. Unsere eigenen Untersuchungen, 
zu deren Beschreibung wir jetzt tibergehen, deren Beweiskratt 
wie wir glauben, bindend ist, fiihren uns zum Schlusse, dab 
die Zusammensetzung des einfachsten Hiimins tatsiichlich, wie 
Zaleski annahm, durch die Formel C,,H,,0,N,FeCl wieder- 
gegeben wird. Unser Beweis ist folgender: Im Falle die Essig- 
siure bei der Darstellung des Acethiimins die Rolle eines 
synthetischen Agens spielt, dann sollte jede andere Séure von ahn- 
lichen Eigenschatten sich aihnlich dem Oxyhaimoglobin gegeniiber 
verhalten, d. h. es miiBte, allgemein gesprochen, ein Acylhiimin 
entstehen, welches von dem Acethiimin verschieden sein sollte. 
Propionsaure sollte in diesem Falle ein Propiohimin § bilden. 
Tatsiichlich sind aber die mit Essigséiure und Propionsiure 
dargestellten Hiimine vollstiindig identisch. 

Zur Darstellung von Hiimin unter Zuhilfenahme von Pro- 
plonsaure verfahren wir wie folgt: 11 Propionsiure wurde mit 
Kochsalz gesiittigt und nach dem Erwaérmen auf 95° mit 
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200 cem Blut versetzt. Die Mischung wurde wiederum auf 
die Temperatur von 95° gebracht und nach dem Filtrieren der 
Kristallisation tiberlassen. Nach zweitiigigem Stehen wurden 
die Kristalle abfiltriert und die Mutterlauge behuls Regenerier- 
ung der Propionsiure mit Calciumchlorid tibersittigt, die obere 
Schicht abgehoben und durch Destillation rektifiziert. Es wurden 
ea. 800 cem Propionsiure wieder gewonnen, diese mit 200 cem 
frischer Propionsiure auf 1 | gebracht und wiederum mit 200 cem 
Blut wie vorher behandelt. Diese Operation wurde dann noch 
einmal wiederholt. Im ganzen wurde erhalten: 

1. Darstellung: 0.515 g Hamin 

2. > : 0,535 > > 

a » : 0,750 » 

Das erhaltene Hamin war vollstiindig rein. Unter dem 
Mikroskop untersucht, erwiesen sich alle drei Praparate voll- 
stiindig einheitlich, amorphe Beimengungen wurden nicht be- 
merkt. Die Kristalle waren etwas grober als die des sog. Acet- 
hiimins, aber sonst vollkommen mit letzteren identisch, wie 
aus den unserer Abhandlung im Bull. de Acad. des Sciences 
de Cracovie Mai 1904 beigefiigten photographischen Aufnahmen 
ersichtlich ist. Fig. 1 und 2. reprisentieren Haémin, welches 
mit Hilfe von Propionsiiure dargestellt war, 3 «Acethamin» und 
4. «Acethimin» aus MOrners Hiimin bereitet. (Das zur letzten 
Aufnahme dienende Priparat war leider alt und die Kristalle 
teilweise zerbrochen.) 

Die Zusammensetzung entspricht genau der Formel 
C.,H,,0,ClFe, wie aus folgender Zusammenstellung ersichtlich ist: 


1. 01291 g gaben 0,2960 g CO, (nach Messinger) 

2.01430 > » 0262 > » > > 

3.01254 >» » O4912 >» » und 0,1071 g H,O und 0,0261 g Fe,O, 

4.02110 >» » 163 ccm N (t = 165°, p = 744 mm). 

1. C == 62,53°/o, 2. = 62,21°/o, 3.=62,65°o C,,H,,0,ClFe C,,H,,0,ClFe 
Mittel: C = 62,46°/o 62,48 °/0 65,03 °/o 

2.H = 5,62°%o 5.06 8/0 D,2)°/0 

3. Fe 8,49 9/0 8,59 °/o 8,44) °/o 

4,N = 8,64°%o 860° 0 BAD 4 


Die physikalischen Eigenschaften beider Himine, ob mit 
Hilfe von Propionséure oder Essigsiiure dargestellt, sind voll- 
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stiindig identisch. Die Spektra sind nicht voneinander zu unter- 
scheiden. In verdiinnten ChloroformlOsungen, welche in der 
Weise hergestellt wurden, dafB zur Losung von den Hiaminen 
in Chloroform -+- Chinin einige Tropfen Essigsiiure zugesetz! 
wurden, wurden 3 Biinder beobachtet, deren Lage durch die 
folgenden Wellenliingen charakterisiert sind: 
Band I: A—655—630 
» Il: \—dd5—d34 
» IW: \—b24—497, 

In konzentrierteren Losungen, in denen Bander II und II] 
zusammenflieBen, erscheint noch ein sehr schwaches Band auf 
der Na-Linie. Der Dimethyléther des Hiamins, welchen wir 
nach den Angaben von Nencki und Zaleski darstellten, zeigt 
iibrigens ein kaum von dem obigen abweichendes Spektrum. 
Die genannten Autoren fanden fiir Alkohol-Chloroform-Lésungen 
folgende Zahlen: 

Band I: A—647—630 
Il: A—561—538 
Il: A—518—500. 

Die Lésung des Hiimins in Chloroform bei Anwesenheit 
von Chinin, Cinchonin oder Ammoniak zeigt ein wesentlich 
abweichendes Spektrum, auch die Farbe der Loésungen erhilt 
einen rotlichen Ton. Die hinreichend verdiinnte LOsung zeigt 
zwei Binder: 

Band [: \—615—-582 
» Il: A—bOb6—475, 

Das zweite Band ist schlecht deffiniert. Ganz ihnlich 
verhalten sich auch die LOsungen von Dimethylhiimin.  Zusatz 
von Essigsiiure verursacht, wie bereits erwéhnt, eine Zuriick- 
bildung des dreibandigen Spektrums. 

Die alkoholischen LOsungen von Himin, sowie auch dessen 
Dimethyliither zeigen ein ganz abweichendes Spektrum von dem 
der alkoholischen. Das erste Band ist nach Violet hin ver- 
schoben, so daB das weniger gebrochene Band des ersten Bandes 
in dieselbe Lage zu liegen kommt, wie das mehr gebrochene 
Band des ersten Bandes der Chloroformlésung. Im Griin und 
Blau sind keine zwei Bander zu beobachten, sondern nur eines, 



































Zur Kenntnis des Blutfarbstoffs. Uber die Formel des Himins. II. 


welches weiter nach dem Violet hin verschoben ist, als das 
dritte Band der Chloroformlésung. 

Im Ultraviolet werden sehr charakteristische Absorptionen 
beobachtet. Die Eisessig- und Chloroformlésung von Héimin 
oder dessen Dimethylather erzeugt, in auBerst verdiinnten L6- 
sungen angewandt, ein Band auf der Tl-Linie. Ein Zusatz von 
Chinin zur letzteren verursacht die Verschiebung desselben auf 
die Kg-Linie. !) 

Nachdem die empyrische Formel des Himins in dieser 
Weise als aufgekliirt zu betrachten ist, werden wir versuchen, 
das Molekulargewicht desselben wenigstens auf indirektem Wege 
zu bestimmen. 

Zum Schlu6B miissen wir noch auf ein Mifverstindnis 
zuruckkommen, welches in unserer ersten Mitteilung enthalten 
ist. Wir schrieben Kiister die Angabe zu, dab Modrners 
Hiimin eine Substanz sui generis sei: diese unsere Annahme 
erweist sich, wie wir aus der letzten Abhandlung Kiisters?) 
ersehen, als irrtiimlich. Unsere unrichtige Interpretation der 
Kiisterschen Ansicht findet ihre Ursache in der nicht genitigend 
prazisen Auferung dieses Verfassers, beziiglich des MOrnerschen 
Hiimins in seiner vorliufigen Mitteilung.*) Tatsachlich sind 
unsere Resultate mit denen von Kiister im groben und ganzen 
iibereinstimmend, denn wir kommen beiderseits zu der Ansicht, 
dafS man aus Morners Hiimin «Acethimin» erhalten kann. 
Der Unterschied in unseren Resultaten besteht darin, das wir 
im Mérnerschen Hiimin immer OC,H,-Gruppen fanden, obwohl 
die Menge derselben in einigen Fiillen sehr gering war, wiihrend 
Kiister dieselbe fiir frei von OC,H,-Gruppe erklirt. Unsere 
diesbeziiglichen Resultate halten wir iibrigens durchaus aufrecht. 


Krakau, den 11. Mai. 


') Vgl. Bull. intern. de Acad. des Sciences de Cracovie, Mai 1904, 
Tafel V. Siehe auch Gamgee. Z. f. Biologie 1896, S. 505. 
2) Diese Zeitschrift, 40, 391 (1903/4). 
3) Ber. d. 


deutsch. chem. Gesellsch, 35. 2948 (1902). 

















Uber die Geschwindigkeit der Fermentreaktionen bei Zusatz 


chemisch indifferenter Stoffe. 
Von 
Hermann Braeuning. 


Aus dem physiologischen Institut zu Kiel.) 
(Der Redaktion zugegangen am 16, Mai 1904.) 


Uber den EinfluB der Elektrolyten auf die Geschwindig- 
keit der Fermentreaktionen legen nicht wenig Versuche vor. 
Wahrscheinlich kommt dabei zum Teil die chemische Wirkung 
der Elektrolyten auf die beteiligten Stoffe in Betracht, zum 
Teil wohl auch die Beeinflussung der kolloidalen Enzyme durch 
elektrische Ladungen, und endlich mag die noch nicht niher be- 
kannte sogenannte « Wirkung der Neutralsalze» bei der Reaktions- 
geschwindigkeit eine Rolle spielen. Uber den EinfluB chemisch 
indifferenter Stoffe scheinen dagegen wenig Untersuchungen an- 
gestellt zu sein. Und doch ist das Studium dieser Vorgiinge 
nicht ohne Interesse. Die folgenden Versuche sollen einen 
Beitrag zur Kenntnis des Einflusses liefern, welehen eine Ver- 
iinderung des Mediums auf den Verlauf der Enzymreaktionen 
ausubt. 

Glyzerin. 

Die meisten Versuche wurden mit Glyzerin angestellt, da 
es chemisch sehr indifferent ist, sich mit Wasser in allen Ver- 
hiltnissen mischt und ein leidliches LOsungsmittel ist. 

Dali Glyzerin die Fermente nicht schiidigt, sondern ein 
besseres Aufbewahrungsmittel als Wasser fiir dieselben ist, ist 
bekannt (z. B. Fermi und Pernossi!)): doch scheint es zum 
Medium fiir fermentative Prozesse nicht geeignet zu sein. Um 
dies zu zeigen, wurde eine gesattigte Losung von Rohrzucker 
in Glyzerin hergestellt und zu 25 cem derselben 2 ccm einer 


') Zeitschr. f. Hyg., Bd. XVIII, 8S. 96 u. f, (1894). 
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Losung sehr wirksamen Invertins in Wasser zugesetzt. Dies 
Gemisch wurde dann mehrere Stunden im brutschrank bei 
25—30° gehalten. Nach Ablauf dieser Zeit fand sich kein 
Invertzucker darin. Wiahrenddessen wurden von Zeit zu Zeit 
einige Kubikzentimeter der LOsung entnommen und mit Wasser 
verdiinnt, ohne sonst einen Zusatz zu machen. In diesen Ver- 
diinnungen, die ebenfalls auf 25—30° gehalten wurden, konnte 
schon nach je einer halben Stunde reichlich Invertzucker nach- 
gewlesen werden. Daraus geht hervor, daf} das Ferment nicht 
wesentlich verindert wurde, daBh es aber in Glyzerin entweder 
gar nicht oder nur unendlich langsam wirkt. 

Sobald Wasser zu dem Glyzerin zugesetzt wird, geht die 
Reaktion vor sich, und zwar um so schneller, je mehr Glyzerin 
durch Wasser ersetzt wird. ‘Tabelle 1 gibt eine Bestatigung 
hierfiir. Der Versuch wurde so angestellt, dal die LOsungen 
von Rohrzucker in Glyzerin und Wasser in Reagensglisern zu 
gleicher Zeit mit je 2 ccm einer starken InvertinlOsung 
beschickt wurden und dann 11/2 Stunden im Brutschrank bel 
30° blieben. Dann wurden die Gliser 5 Minuten in kochendes 
Wasser gesetzt, um das Ferment zu zerstOren, und polarimetrisch 
der Fortschritt der Inversion bestimmt. (Die Versuche in Ta- 
belle 10 wurden zu gleicher Zeit mit demselben Invertin und 
in ganz gleicher Weise angestellt. Die dort verwendeten Harn- 
stoffmengen sind den hier verwendeten Glyzerinmengen iqui- 
molekular). In allen in dieser Arbeit angegebenen Versuchen 
wurden die Enzymlésungen durch einige Tropfen Toluol, die 
Zuckerlésungen durch !/2°/o Nak vor der Einwirkung von Mikro- 
organismen geschitzt. 


Tabelle 1. 








ca. 20°%/oige 





: Glyzerin Wasser | Invertin Drehungs- 
Rohrzuckerlésung 
winkel 
ecm com com eem 
10 t9 D1 2 190 93 
10 2.45 7,09 2 189 83 
19 1.225 8.77) 2 189 46 
10 — 10 2 186 86 
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Versuche mit anderen Fermenten ergaben ahnliche Resul- 
tate. Die Versuchsanordnung mit Emulsin war der fir Invertin 
geschilderten analog. 


Tabelle 2. 








Konzentrierte 





St li Glyzerin Wasser | Emulsin Drehungs- 
Salicinlésung ; : 
| winkel 
ecem eem ecm ccm 
10 49 51 2 179 51 
10 2.45 7,99 2 178 9d 
10 ~ 10 2 178 54 


Die folgenden Versuche mit Lab wurden ahnlich der von 
Fuld!) angegebenen Methode angestellt: Die mit der zu unter- 
suchenden Mischung beschickten Reagensgliaser wurden 5 Min. 
im Wasserbad bei 37,8° vorgewirmt, dann bei einem Schlag (QO) 
des Metronoms 2 cem einer Lablisung zugesetzt und die Gliser 
im Takt der Schliige des Metronoms im Wasserbad geschiittelt, 
bis die Gerinnung eintrat. (Die Versuche der Tabellen 3, 4, 5 
sind mit derselben Milch, demselben Lab, bei gleicher Tem- 
peratur und zur selben Zeit angestellt.) 


Tabelle 3. 








Milch Glvzerin Wasser | Lab — aaa 
Gerinnungszeit 
eem ecm cem ecm f 
D 5) 2 29,5 
h | 4 2 38 
5 2 | 2 | 59 
5 3 2 2 79,5 


Tabelle 4. 








" . pes reaKy ; P - . col i . nN 
Milch = Vm Glyzerin=VgiLab = is fVm4+Vg+ vz Gerinnungs- | 





cem ccm ecm (| Yn+v zeit T V 
5 0) 2 | 1 | 13,5 | 13,5 
5 2 114 | 27,5 | 240 
5 2 2 1,29 | D6 434 
D 3 2 | 1.43 102 70,6 





') Hofmeisters Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol., Bd. II, 5. 171 (1902). 








Uber die Geschwindigkeit der Fermentreaktionen etc. 


In Versuch 4 war nicht fiir gleiches Volumen gesorgt: 
um die durch Verdiinnung bewirkte Anderung der Lab- 
wirkung auszuschalten, ist das absolute Volumen der jeweiligen 
Labmenge berechnet (Kol. 4). Kime nur die Verdiinnung 


in Betracht, so miisste (Kol. 5) konstant sein, wenn man 


I 
: 
von der storenden Wirkung der Verdiinnung der Kalksalze 
absieht (Fuld!)). Tabelle 5 zeigt, da’ die Verdiinnung der 
Kalksalze von relativ geringem Einfluf ist. Aus dem .Gang, 
den Kol. 5, Tab. 4, aufweist, erkennt man die verzogernde 
Wirkung des tyzerins. 











} e| y ake we 70% | 4 
cem '  eem ecm Vm+wW! J zeit T | V 
| 
D 2 | l 13.5 13,5 
> Ps 
) 2 1 1.14 17 14.9 
a 2 2 1,29 19 14.9 
D 2 3 1.43 23.5 16.4 
9) 2 { 1.57 24.5 15.6 
ry 2 y 1.7 29.5 4a 


Die folgenden Versuche mit Pepsin wurden mit einer 
ziemlich stark verdiinnten Pepsinidsung angestellt. Die «Mette- 
sehen RoOhrchen» wurden nach den Angaben von Pawlow?) 
hergestellt. Die Reagensglaser mit der zu priifenden Substanz 
standen 24 Stunden bei Zimmertemperatur und wurden, wie 
auch bei den anderen Versuchen, die sich tiber liingere Zeit 
erstreckten, 6fters geschiittelt. Vor dem Ablesen der verdauten 
Kiweibzylinder wurden alle Rohrchen auf Filtrierpapier ge- 
trocknet und dann in Reagensgliser mit destilliertem Wasser 
gebracht, um die Einwirkung des Ferments gleichzeitig zu unter- 
brechen. (Die Mengen des verdauten Eiweifbes sind in !/10 mm 
{Mikrometerocular O| angegeben.) 


') Hofmeisters Beitriige zur chem. Physiol. und Pathol., Bd. I, 
=. 186 u. f. (1902). | 
2) Vergl. Pawlow, Arbeit der Verdauungsdriisen (1898). 


- 
se" 
. 











Hermann Braeuning, 


Tabelle 6. 





Glyzerin=Vg Pepsin = Vp Vg+Vp)\ __ 





. Verdautes Eiweif==k' ; 
. oe 





== \ 
eem ccm Vp J Mittel aus je 8 Versuchen| 
9 [ 31 31 

0.5 ) 1,1 26 28,6 
1,0 ) 1,2 22 26,4 
1,5 ) 1,3 | 18 23,4 
2.0 5 1 4 | Li 21,0 
3.0 D 1.6 11 17,6 
4.0 dD 1.8 6 10.8 


In Versuch 6 bestand ebenfalls nicht gleiches Volumen, 
deshalb ist in Kol. 3 das absolute Volumen gleicher Pepsin- 
mengen berechnet. Kol. 5 gibt die Verlangsamung der Ver- 
dauung durch Glyzerin an. 

Ks folgen Versuche mit Trypsinlésung, Sie wurden in 
gleicher Weise wie die mit Pepsin angeordnet, nur standen 
hier die Reagensgliiser 24 Stunden im Brutschrank bei 31,6°. 
Die in Tabelle 7,13, 15,17 angefiihrten Versuche wurden mit 
dem gleichen Trypsin, zu gleicher Zeit und unter gleichen Be- 
dingungen ausgefiihrt. 


Tabelle 7. 





Glyzerin Trypsin Wasser Verdautes Eiweils 





eem cem cem Mittel aus je 8 Versuchen 
3 4 50 
| 3 3 28 
2 3 2 (1 
5 3 l 7.6 


Tabelle 8 gibt Zahlen fiir die Verlangsamung der Wirkung 
des HefepreBsaftes (Zymase) durch Glyzerinzusatz, sie sind 
emer Arbeit von Jakob Meisenheimer?!) entnommen. 


') Diese Zeitschrift. Bd. XXXVII. S. 


520. 
































Uber die Geschwindigkeit der Fermentreaktionen ete. 1a 


Tabelle 8. 





20 ccm Hefeprefi- | Rohrzucker | Tymol Versuchs- | CO, in g nach 
. dauer | Erwirmen und 
saft verdiinnt mit in g in g 


in Stunden | Luftdurchleiten 





500 cem Glyzerin- 2 ia | m | il 
- 2 | 22 | 08 
ldsung 10°/o ; | | 

500 ceom Hihner- 


ba | , ~ 
sila 9) 0.2 24 0,27 
eilweiflésung 10 °/o | 


Endlich seien noch einige Versuche mit Hefe erwahnt. 
Da es sich hier jedoch um lebende Zellen handelt, die in ein 
fremdes Medium versetzt wurden, so sind die Verhiiltnisse 
nicht ganz mit den vorhergehenden auf eine Stufe zu_ stellen. 

Zu diesen Versuchen wurden GirroOhrchen mit der zu 
untersuchenden Losung gefiillt. Die Hefe war mehrmals mit 
Leitungswasser gewaschen und. schlieblich ein groferer Teil, 
mit etwa der doppelten Menge Wasser versetzt, in ein Reagens- 
rohr gegeben. Mit einer Pipette wurden jedesmal 2 eem der 
Mischung, die vor jeder Entnahme§ kriiftig geschiittelt’ wurde, 
entnommen. Aus der Pipette wurde sie ebenfalls in die Giar- 
rohrchen gespritzt und mit der Losung geschiittelt.. Dann wurden 
alle Proben gleichzeitig in den Brutschrank bei 26,6° gestellt. 
Die Versuche in Tabelle 11 und 12 wurden in derselben Weise 
angeordnet, jedoch war die Konzentration der Hefe in Versuch 91, 
91], 11 und 12 nicht die gleiche. 


Tabelle 9. 





10°/oige Rohr- 
'zuckerlOsung 


| J. ios | 2 ccm CO, |) 4 cem CO, 
Glyzerin) Wasser) Hefe | entwickelt entwickelt 


| nach Minuten nach Minuten 





: 5 1.5 25 ) 
| \ . . _ _ 
|. Ver- 
5 0.5 3.5 2 7 68 
such j ; . 
3 er 4 2 t3 9 
15 25 ) = 
lI. Ver- ) 79) GB? ra 
3 OD 3.5 2 a5 6) 
such ‘ P : 
3 | 4 2 AD 60 
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Harnstoff. 
Die Versuche, in denen ein Teil des Wassers durch Harn- 
stoff ersetzt wurde, zeigten ebenfalls eine Verlangsamung der 
Aeaktion. : 


Tabelle 10. 

















Rohrzucker- Harnstoff- | Invertin- | | 





Pee as casi a ed 
lésung ca. 20°/o lésung 40° | losung Wassel | Drehungs 
| | winkel 
ccm ccm | ccm | ccm 
10 10 2 190 34 
10 5 2 | Fy) 189 05 
10 2,9 2 7.0 188 27 
10 2 | 10 186 81 


Auch iiber die Einwirkung von Harnstoffzusatz auf die 
Garung durch lebende Hefe sei ein Versuch angefiihrt. 


Tabelle 11. 








Rohrzucker- | Harnstoff- | 


| 


. | ‘Zeit bis zur Zeit bis zur 
lisung 10° | lésung 50°%o | Wasser | Hefe Entwickelung Entwickelung 
| von2 ccm CO, von 4 cem CO, 








com ccm ccm ccm in Minuten in Minuten 
| 

5 | 3 2 73 | 90 é 

‘ : wee én - 

3 05 309 8 86| 2 | dd 70) 

2 MW) | 59 

Tabelle 12. 

Rohrzucker- | Harnstoff- | W Hef 
p ‘ | Wasse efe ' . ; 
losung 10°,0 | l6sung 50° | — | CO,-Entwickelung 


| 





cem ccm } ecm ccm 
‘ | 6s . 
3 4 | 2 nach 18 Stunden: Spuren 





~~ 
~ 
~ 
. bo G 


2 2 » 18 :3 com 
| — 
} — { | §¢ . 4 > > 53 » 




















Uber die Geschwindigkeit der Fermentreaktionen etc 


Traubenzucker. 
Es folgen analoge Versuche mit Traubenzuckerzusatz. 
Das Resultat ist ebenfalls eine Verlangsamung der Reaktion: 


Tabelle 13. 





Traubenzucker- | Verdautes Eiweifh 








Trypsin ‘ ; ' Wasser | . 
” lésung 40°)o | | Mittel aus je & Ver- 
ecm ccm | ccm | suchen 
| , 
y — 4 aD) 
3 1 ) 36,8 
3 2 | 2 26 
3 3 1 13,4 
| | 
| 





Ferner liegen Versuche von Nirenstein und Schiff?) 
iiber die Einwirkung von Traubenzuckerzusatz zu Pepsinsalz- 
siurelésung auf die Verdauung in Metteschen RoOhrchen vor: 


Tabelle 14. 








Traubenzucker | Verdauung 

9/9 mm 

0 { 
( 

1 3,65 
t 3,05 
8 2,70 

15 2 

20) | 1.75 


Die folgenden Versuche verdanke ich der Gite Herrn 
Dr. R. O. Herzogs. Um zu zeigen, dafi die Unterschiede nicht im 
Wesen der Metteschen Methode liegen, wurden Versuche an- 
gestellt, in denen die Geschwindigkeit der Proteolyse durch 
Viskositét nach Kossel-Spriggs?) gemessen wurde. Drei 





!) Archiv fiir Verdauungskrankheiten, Bd. XIV, S. 590. Fiir die Uber- 
sendung eines Sonderabdruckes der Arbeit, die mir hier unzuganglich 
war, spreche ich Herrn Dr. Schiff meinen aufrichtigen Dank aus. 

?) Diese Zeitschrift, Bd. XXXV, 5. 466 (1902). 








18 Hermann Braeuning, 


anniahernd gleiche Ostwaldsche Viskosimeter wurden mit 
gleichen Mengen 4°/oiger Gelatine, der 0°/o, 14°/o und 28°/o 
Traubenzucker zugesetzt war, und Pepsin beschickt. Die Appa- 
rate blieben im Ostwaldschen Thermostaden bei 30° Von 
Zeit zu Zeit wurde die innere Reibung gemessen. Es ergab 
sich, daB die Zeiten, von wann an die Viskositiiten sich nicht 
mehr iinderten, sich etwa verhielten wie 1:3: 5. 


Rohrzucker. 


Tabelle 15. 











Trypsin j|Rohrzuckerlisung 20°,0 Wasser | mm verdauten Eiweifes 
_— cem cen | Mittel aus je 8 Versuchen 
| | 
3 | | 4 D1 
3 | ! | 3 35 
3 2 2 30 
3 | 21 








Laktose. 
Uber den EinfluB von Laktosezusatz auf die Invertierung 
einer 7°/oigen Rohrzuckerlosung gebe ich Zahlen, die einer 
Arbeit Browns?) enthommen sind. 


Tabelle 16. 





%7o Laktose _Invertzucker in g 





2 
0 2 072 
5 2 0d2 
10 2 O52 
20) 1,893 





Allen angegebenen Versuchen ist gemeinsam, daf in einer 
Loisung von Ferment, umsetzbarer Substanz und Wasser die 
Reaktion des Ferments verlangsamt wird, wenn das Wasser 
durch einen anderen, chemisch indifferenten Stoff ersetzt wird. 
Und zwar wird die Reaktion umsomehr verlangsamt, je mehr 
Wasser ersetzt wird, um sehlieBlich bei Ersetzung allen Wassers 


') Journ. of the Chem. Soc., Bd. 81 (Trans.), 5. 382 (1902). 
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unendlich langsam zu werden. In der Literatur habe ich 

agaben gefunden, die mit diesem Resultat nicht ganz uber- 
evistimmen: H. R. Wei!) konnte eine wesentliche Beeintluss- 
ung der Fibrinverdauung durch Pankreaspulver bei Zusatz von 
95°/9 Traubenzucker nicht konstatieren. Vielleicht legt das 
zum Teil daran, dais bei seinen Versuchen nicht stets gleiche 
Aciditét bestand. Tabelle 13, die bet neutraler Reaktion der 
Losung gewonnen wurde, gibt eine deutliche Verzogerung der 
Trypsinwirkung durch Traubenzuckerzusatz. J. Arnheim?) 
fand bei Zusatz von Dextrose, Milehzucker oder Dextrin eine 
BefOrderung der Autolyse der Leberfermente. Es abt sich 
denken, dafi die Enzyme eines Organs, in dem sich stets Kohle- 
hydrate befinden, diesen gegeniiber eine Sonderstellung vor den 
anderen Enzymen einnehmen. 

Im Vorhergehenden wurde der Zusatz derjenigen chemisch 
indifferenten Stoffe zum LoOsungsmittel untersucht, welche in 
Wasser gut loslich sind. Es bleibt noch die Wirkung der. sog. 
colloidalléslichen, chemisch indifferenten Stoffe zu betrachten 
iibrig. Uber diese Stoffe sei kurz folgendes erwiihnt: 

H. R. Weib?!) und J. Arnheim?) fanden eine Beschleu- 
nigung der Trypsinverdauung respektive der Autolyse der Leber- 
fermente bei Zusatz von Gummi arabicum. Bei dem Versuch 
von H, R. Weifi war allerdings wiederum die Aciditat nicht 
konstant. Mugdan®) fand die Pepsinverdauung durch Gummi 
arabicum stark verzogert. Tabelle 17 gibt ebenfalls eine Ver- 
langsamung durch Gummi arabicum und zwar der Trypsinver- 
dauung bei neutraler Reaktion: 


Tabelle 17. 








Trypsinlésung Gummi arabicum Wasser Verdautes Fiweil 
ccm cem com Mittel aus je 8 Versuchen 
é — 4 DV 
3 | ! 3 | 27 
3 | 2 2 | 26 
a 3 l 18 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XL, S. 488. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XL, S. 238. 
3) Berl. klin. Wochenschr., 1891, Nr. 3: 


tS 
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Bei Zusatz von Eiweifi zu Enzymlosungen fanden A, 
Harden,!) Meisenheimer?) u. a. eine Beschleunigung der 
Reaktion. Nirenstein und Schiff’) haben dagegen einen 
geringen hemmenden Einflufi auf die Pepsinverdauung nach 
Mette gefunden. 

Man sieht also, dal bei Zusatz colloidaler Substanzen die 
Ergebnisse nicht so einfach sind, ais bei Zusatz von wasser- 
loslichen Stoffen. Es liegt das sicher an den Komplikationen, 
die das heterogene System gegeniiber dem homogenen mit 
sich bringt. 

Nach den bisher vorliegenden Versuchen kann man daher 
wohl den Satz aufstellen: eine Fermentreaktion geht um 
so langsamer vor sich, je mehr das Wasser des Me- 
diums durch einen chemisch indifferenten, in Wasser 
loslichen Stoff ersetzt wird. 

Kurz sei auf folgende Konsequenz dieses Satzes_ hinge- 
wiesen: Ks kann die hemmende Wirkung der Spaltungsprodukte 
auf den Ablauf der Fermentreaktion nicht dadurch ganz_be- 
seitigt werden, daf} die Spaltungsprodukte durch andere Fer- 
mente weiter gespalten werden, wie es z. B. bei der Eiweil- 
verdauung der Fall ist, obgleich sie dann nach dem Massen- 
wirkungsgesetz keinen Einfluf{ mehr haben. 

Zum Sehluf modchte ich Herrn Dr. R. O. Herzog fiir 
die Anregung und Unterstiitzung bei der Arbeit den herzlichsten 
Dank aussprechen. 

') Berl. Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. 36, S. 715 (1903). 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVII, S. 520 (1903). 
*) Arch. fiir Verdauungskrankh., Bd. 24, 5. 588. 














Uber das Schicksal einiger aromatischer Sauren bei der 
Alkaptonurie. 


Von 
Otto Neubauer und W. Falta. 


‘Aus der Il. medizinischen Klinik in Miinchen und der medizinischen Klinik in Basel.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. Mai 1904.) 


Als Alkaptonurie bezeichnet man bekanntlich eine Ab- 
normitiit des Stoffwechsels, die darin besteht, dal die aus den 
KiweiBkorpern stammenden aromatischen Aminosiauren Tyrosin 
und Phenylalanin nicht wie beim Normalen vollstandig verbrannt, 
sondern in Form von Diphenolsauren (Homogentisinsaure, Uro- 
leucinsiiure) ausgeschieden werden.') 


OH 
as / HO/ Ho7 » 
iy OH . JOH 
“fF ea \74 hie 
CH, CH, CH, CH, 
CH.NH, CH.NH, CH.OH COOH 
| 
COOH COOH COOH 
Tyrosin Phenylalanin Uroleucinséiure*) Homogentisin- 
== p-Oxyphenyl- = Phenyl-a-Amino- = Dioxyphenyl- siure 
a-Aminopropion- propionsdure a-Milchséiure - Dioxyphenyl- 
sdure. essigsiure. 


Um einen Einblick in das Wesen dieses eigenartigen Um- 
wandlungsprozesses zu gewinnen, haben bereits frihere Autoren 
untersucht, ob nicht auch andere aromatische Siiuren im Orga- 
nismus des Alkaptonurikers eine analoge Verinderung erfahren. 
So haben Embden§$) und Mittel bach‘) Phenylessigsaure, Phenyl- 


1!) Uber den gegenwirtigen Stand der Lehre von der Alkaptonurie 
siehe F. Miiller in Leydens Handbuch der Ernihrungstherapie, I. Auf- 
lage, S. 244 (1903). 

*) H. Huppert, Diese Zeitschr., Bd. XXIII, 5,412 (1897). 

3) Embden, Diese Zeitschr., Bd. XVIII, 5. 317 (1894). 

*) Mittelbach, D. Arch. f. klin. Med., Bd. 71, 5. 61 (1901). 
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aminoessigsiiure und Phenylpropionséure in groben Dosen ver- 
abreicht, ohne indes eine sichere Vermehrung der ausgeschiedenen 
Alkaptonsiiuren zu erzielen. 

Als uns daher vor einiger Zeit durch die giitige Erlaubnis 
des Vorstandes der Basler medizinischen Klinik, Herrn Professor 
His, Gelegenheit geboten wurde, Untersuchungen an einem Falle 
von Alkaptonurie anzustellen,)) erschien es uns wiinschenswert, 
zuniichst die eben erwiaihnten Versuche zu wiederholen und dann 
auch den Kinfluf anderer bisher nicht untersuchter Gruppen von 
aromatischen Siiuren auf die Alkaptonausscheidung zu studieren. 

Zur Methodik ist folgendes zu bemerken. Die Séuren wurden 
in Dosen von 0,5—1,0 ¢ tiber die Tagesstunden verteilt, in capsul amylac. 
verabreicht und zwar entweder in form ihrer Na-Salze oder in freiem 
Zustande; in letzterem Falle wurde nach jeder Dosis eine Messerspitze 
Natr. bicarbonicum gegeben. Die verwendeten Priparate waren teils von 
EK. Merck, teils von Dr. Th. Schuchardt bezogen, zum Teil haben wir 
sie selbst dargestellt. Von ihrer Reinheit iberzeugten wir uns durch be- 
stimmung der Schmelzpunkte, von ihrer Unschadlichkeit durch Tier- und 
Selbstversuche. Im 24stiindigen Harn (von 8 Uhr morgens bis 8 Uhr 
morgens) wurde das Reduktionsvermégen fiir ammoniakalische Zehntel- 
Normal-AgNO,-L6sung nach der von Wolkow und Baumann®) ange- 
gebenen Methode bestimmt; die erhaltenen Reduktionswerte wurden durch 
Multiplikation mit dem Faktor0,04124 aufHomogentisinsiiure umgerechnet.®) 
Die N-Bestunmungen wurden nach Kjeldahl vorgenommen. In der 
ersten Zeit der Versuche (vom 28. September bis 3. Oktober 1902) 
erhielt der Patient aus anderen Griinden eine vollstiindig gleichmiifige, 
eiweifarme Kost, vom 4 Oktober an wurde etwas Eiweifs zugelegt. 
Vom April bis Juli war die Menge des tiglich eingefiihrten Eiweifes 
noch grOéfer und dementsprechend zeigt auch die N- und die Homo- 
gentisinsiiure-Ausscheidung hdhere Werte. Aus den erhaltenen Zahlen 


') Genaueres tiber den Fall (Anton M., Bauer aus Basel-Land) siehe 
bei Langstein und Erich Meyer, D. Arch. f. klin. Med., Bd. 78, S. 161 
(1903), ferner bet W. Falta und Langstein, Diese Zeitschr., Bd. XXXVII, 
Ss. 5138; W. Falta, Verhandl. der Naturh.-Gesellsch. zu Basel (1903); 
Abderhalden und W. Falta, Diese Zeitschr., Bd. XXXIX, S. 144. 

7) Wolkow und Baumann, Diese Zeitschr., Bd. XVI, S. 270 (1892). 

5) Bei dem hier untersuchten Falle war die ausgeschiedene Alkapton- 
siure Homogentisinséiure. Uroleucinséure konnte wiihrend der Zeit unserer 
Untersuchungen nicht nachgewiesen werden. In einem friiheren Zeitpunkte 
war es allerdings Langstein und Erich Meyer (a. a. O.) gelungen, eine 
geringe Menge von Uroleucinsiure aus dem Harn dieses Patienten dar- 
zustellen. 
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wurde fiir jeden Tag das Verhaltnis der Menge der ausgeschiedenen Homo- 
gentisinsdure zur Menge des Harnstickstoffes H : N berechnet, wobei N = 100 
gesetzt wurde.') Dieses Verhiiltnis erwies sich als relativ unabhiingig von 
der Art der Ernihrung; es schwankte trotz der zweimaligen Anderung in 
der Didt nur innerhalb enger Grenzen; die diufersten Werte waren 31,6: 100 
und 47,2: 100. Die absolute Menge der ausgeschiedenen Homogentisinséiure 
schwankte — von den Versuchstagen abgesehen — zwischen 3,074 und 
6.129 g. Ein Ubergang eingefiihrter aromatischer Siiuren in Alkapton 
mufte sich in einer Vermehrung der Homogentisinsiurezahl bei gleich- 
zeitiger Konstanz der N-Ausscheidung und daher auch in einer Steigerung 
des Quotienten H: N geltend machen. 


I. Versuche mit nicht oxydierten aromatischen Sauren. 


Phenvlessigsidure. Kiiufliches Priiparat. Schmelzpunkt 76°. 
a t=) 


“ie, Siehe Tabelle |. 11. Juhi 1903. 
bed Verabreichte Menge 6,0 g. 

CH, Ausgeschiedene Homogentisinsaure in g: 
COOH 5,964 — 8,152?) — 6,041. 


Phenylpropionsadure. Kiaufliches Praparat (Kk. Merck). 


/~ Schmelzpunkt 47° (unkorr.). 

ee Siehe Tabelle I. 1%. Mai 1903. 
CH, Verabreichte Menge 6,0 g. 
CH, Ausgeschiedene Homogentisinsaure in g: 
COOH 5,122—5,181—5, 168. 


Das Verhiltnis H: N zeigt am Versuchstag den niedrigen 
Wert 56,0. 


Zimtséiure = Phenylakrylsiure. Kiufliches Priaparat. 


oy . ry ° ‘ 
e Siehe Tabelle 1. 4. Mai 1903. 
i Verabreichte Menge 3.5 g. 
CH Ausgeschiedene Homogentisinsiure in g: 
= 
CH 6,129 — 5,239— 6,208. 
cook H:N=41,7 —32,0 —47,0. 





') s. Langstein und Erich Meyer a.a. O,, 5. 166. 
2, Die fettgedruckten Zahlen beziehen sich auf den Versuchstag. 


6* 
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Aus diesen Versuchen geht hervor, dai die unter- 
suchten nicht oxydierten aromatischen Siuren nicht 
in Homogentisinsaure tbergehen; ftir die Phenylessig- 
siure kOnnen wir damit die Angabe Embdens, fir die 
Phenylpropionsiure die Mittelbachs bestiétigen. Die Zimt- 
siure war bisher noch nicht untersucht worden; es wire 
moOglich gewesen, dah sie infolge des Vorhandenseins der 
doppelten Bindung in der Seitenkette sich anders als die ge- 
siittigten Siiuren verhalten hitte; der Versuch zeigt, daB dies 
nicht der Fall ist. Die Homogentisinsaiureausscheidung und der 
Quotient H:N ist sogar am Versuchstage deutlich herunter- 
gegangen, eine Erscheinung, die sich spiiter auch bei anderen mit 
negativem Resultate verabreichten Saéuren mehrfach wiederholt 
hat. Eine Deutung dieses Verhaltens steht gegenwirtig noch aus. 


II. Im aromatischen Kern einfach hydroxylierte Sauren 
(Monophenolsauren). 

Aus der Tatsache, dai die nicht hydroxylierten aroma- 
tischen Séuren im Gegensatz zu dem in der para-Stellung 
hydroxylierten Tyrosin keine Vermehrung der Alkaptonaus- 
scheidung herbeifiihren, hat Embden!) geschlossen, «dab die 
Reduktion der Para-Hydroxylgruppe ein integrierendes Moment 
des zur Homogentisinbildung fiihrenden Prozesses darstellt», 
und Erich Meyer?) hat aus demselben Grunde auf die Wich- 
ligkeit einer Untersuchung der aromatischen Oxyséuren hin- 
gewiesen. Wir haben mit p-Cumarsiure, o-Cumarséure und 
Cumarin Versuche angestellt. 


p-Cumarséure = p-Oxyzimtsiiure. Diese Saure stellten wir 
OH ~~ nach den Angaben von Hlasiwetz%) aus Aloe dar. 
( Schmelzpunkt 205°. 
\7 Tabelle I. 29. Oktober 1902. 
CH Verabreichte Menge 2,85 g. 
CH Homogentisinsiiure in g: 4,.950— 5,741— 5,273. 
toon H:N = 46,7 —48,7 — 466. 


‘) a.a.O., S. B19. 
*) Erich Meyer, D. Arch. f. klin. Med., Bd. 70, S. 443. 
8) Hlasiwetz, Liebigs Ann., Bd. 136, S. 31. 
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. o-Cumarsiure = 0-Oxyzimtséure wurde von uns aus Cumarin 


os nach Bleibtreu!) dargestellt. 
\ /OH Schmelzpunkt 207°. 
CH Tabelle I. 8. September 1902. 
| Verabreichte Menge 5,0 g. 
, ‘a Homogentisinsiiure in g: 4,718 — 4,748— 4,788. 
COOH =H: N =—441 —41,3 —428. 


Der Harn des Versuchstages zeigte die fiir o-Cumarsiiure 
charakteristische Griinfarbung auf Zusatz von Ammoniak (noch 
deutlicher auf Zusatz von Natronlauge), die nach kurzer Zeit 
durch die infolge der gleichzeitigen Anwesenheit von Homogen- 
tisinsiiure auftretende Braunfiirbung verdeckt wurde. Doch kann 
die Menge der unveriindert ausgeschiedenen o-Cumarsiiure nur 
sehr gering gewesen sein, denn es gelang nicht, sie aus dem 
Atherextrakt des angesiiuerten Harns darzustellen. 


Cumarin = Lacton der o-Cumarsiiure. Kiiufliches Priiparat. 


‘is Schmelzpunkt 66° (unkorr.). 

Sor \ Tabelle 1. 9. Mai 1903. 

CH 0 Verabreicht 4,0 g. 

cy / Homogentisinsiiure in g: 5,492)— 5,586— 5,193. 
Lol H:N == 40, 47) —4(),2 —s3 4,4. 


Ks haben somit auch die untersuchten Phenolsauren 
keine Umwandlung in Homogentisinsiiure erfahren. 
Allerdings kénnte mdglicherweise die doppelte Bindung in der 
Seitenkette fiir den negativen Ausfall dieser Versuche verant- 
wortlich zu machen sein, wir beabsichtigen daher, spater noch 
Versuche mit p-Oxyphenylessigsiiture und p-Oxyphenylpropion- 
saure nachzutragen. 

III. In der Seitenkette hydroxylierte aromatische Sauren 

(Alkoholsauren). 

Dafi ubrigens das Vorhandensein einer Hydroxylgruppe im 
aromatischen Kern sicher keine unerlébliche Bedingung fiir die 

') Bleibtreu, Liebigs Ann., Bd. 59, 5S. 183. 


*) Die Bestimmung an dem dem Versuche unmittelbar vorangehenden 
Tage ging verloren; deshalb ist hier der Wert des vorletzten Tages vor 


dem Versuche eingesetzt. 
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Umwandlung einer Saure in Homogentisinsiure darstellt, geht 
aus der durch Falta und Langstein?) bei demselben Patienten 
festgestellten Tatsache hervor, daf auch Phenylalanin in Homo- 
gentisinsiiure tibergeht. Man mute also daran denken, dafh das 
wesentliche Moment fiir eine solche Umwandlung in der Beschaffen- 
heit der Seitenkette zu suchen ist. Alle bisher untersuchten 
Substanzen, die zu einem negativen Resultat gefiithrt haben, haben 
das Gemeinsame, dab die Wasserstoffatome der Seitenkette nicht 
substituiert sind; die einzigen Substanzen, die bisher zu einem 
positiven Ergebnis gefiihrt haben, Tyrosin und Phenylalanin, 
zeichnen sich dagegen dadurch aus, da} sie am mittleren Kohlen- 
stoffatom der dreigliedrigen Seitenkette eine Aminogruppe (NH, ) 
tragen. Offenbar von der Vorstellung ausgehend, daf hier leicht 
eine Abspaltung der NH,-Gruppe erfolgt, hat man die Phenyl- 
propionsdure gegeben. Eine genauere Betrachtung zeigt jedoch, 
daf eine derartige Ersetzung der NH,-Gruppe durch H einen Re- 
duktionsvorgang darstellt; diese Umwandlung des Phenyl- 
alanins ist ja auch bereits unter Verhiiltnissen wahrscheinlich 
gemacht worden, die einer Reduktion giinstig sind, so bei der 
Faulnis, speziell auch bei der Darmfiiulnis. Fiir den Abbau im 
lebenden Gewebe aber ist eine derartige Reduktion unwahr- 
scheinlich und auch noch niemals beobachtet worden. Als Siiuren, 
welche auf der gleichen Oxydationsstufe stehen wie die Amino- 
sduren, sind dagegen die Oxyséuren zu betrachten, wie sie 
durch Ersetzung der NH,- durch die OH-Gruppe entstehen. So 
entspricht dem Phenylalanin die Phenyl-a-Milchsiure, dem Tyrosin 
die p-Oxyphenyl-a-Milchsiiure. Der Ubergang in diese Oxysiiuren 
kann glatt als NH,-Abspaltung unter H,O-Aufnahme aufgefabt 
werden. 


As, Ar 
\/ i 
CH, + OH = CH, +- NH, 
CH: NH, H CH - OH 
COOH COOH 
Phenylalanin. Phenyl-a-Milchsiaure. 





') Falta und Langstein a. a. O. 
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Dab dieser ProzefB bei den Abbauvorgiingen im lebenden 
tierischen Organismus wirklich eine Rolle spielt, scheint bereits 
durch zwei Beobachtungen nahegelegt. So hat Schotten!) vor 
langer Zeit gezeigt, daly Phenylaminoessigsiure im Organismus 
in Phenyloxyessigsiiure (Mandelsiure) tibergeht, und Blender- 
mann?) hat im Harn von Kaninchen, welche grobe Mengen von 
Tyrosin erhalten hatten, die entsprechende p-Oxyphenylmilch- 
siiture in geringer Menge aufgefunden. 

Aus diesen Erwigungen ergab sich die Aufforderung, in 
der Seitenkette oxydierte aromatische Siiuren, speziell die Phenyl- 
milchsiiuren, einer Priifung zu unterwerfen. 


Phenyl-a-Milchsiiure (inaktiv). 





Fs , : 
) Diese Substanz wurde durch Reduktion aus Phenyl- 
+ brenztraubensiiure dargestelit (Schuchardt). 
CH, Schmelzpunkt 94° (unkorr.) 
CHOH Tabelle I. 19. April 1903. 
ite Verabreicht 6,0 g. 
COOH _ 
Homogentisinsiiure in g = 5,877— %7,722— 4,720 
H:N = 38,1 —52,f —33,0 
Phenyl-f6-Milchsiiure (Schuchardtsches Préparat). 
lie Schmelzpunkt 92° (unkorr.). 
a, Tabelle 1. 25. April 1903. 
CHOH Verabreicht 6,2 g. 
CH Homogentisinsiiure in g: 5,317 --—4,429 — 4,329. 
4 2 od } 
| , N — 36 _— 97 33.2 
Coon H:N 6, (9 ae 


Phenylglyzerinsiure (inaktiv). 
“ZN Sie wurde durch Oxydation von Zimtsiiure mit 
} KMnO, dargestellt?) (Sehuchardt). 


1 
Schmelzpunkt 138° (unkorr.). 
CHOH ai Izpunkt ’ } heap 
; labelle I. 26. April 1905. 
CHO " ; i 
wits Verabreicht 6,0 g. 
COOH 


Homogentisinsiiure in g: 4,268 — 3,973 — 4,766. 
H:N at Sena — 28,6 32.0. 

1) Schotten. Diese Zeitschr., Bd. VIII, S. 67. 

2; Blendermann., Diese Zeitschr., Bd. VI, S. 257. 


5) Fittig, Liebigs Ann., Bd. 268, S. 27. 
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Phenylbrenztraubensiaure. 


/™ Die Darstellung erfolgte nach den Angaben von 


\ /  Plochl') und Erlenmeyer jun?) (Priaparat 
CH, von Schuchardt, einigemal umkrystallisiert. ) 
(—¢ Siehe Tabelle [. 6. Juni 1903. 

COOH Verabreicht 5,7 g. 


Homogentisinsdéure in g: 6,039 — 10,555 — 6,776 — 5,68. 


~~ 


H:N =428 —68,5 —47,3 —41,5. 


Die beiden am mittleren Kohlenstoffatom (in der a-Stellung) 
oxydierten Sauren, Phenyl-a-Milchsaure und Phenylbrenztrauben- 
siure, haben also eine Umwandlung in Alkaptonsiiure erfahren : 
die am B-Kohlenstoffatom oxydierte Phenyl-B-Milchsaure dagegen 
nicht: ebensowenig die Phenylglyzerinsiiure, welche sowohl am 
a- wie am B-Kohlenstoffatom eine OH-Gruppe triigt. Diese beiden 
Siuren haben sogar eine gewisse Verminderung der Homogen- 
tisinsiiureausscheidung herbeigefiihrt. (Siehe oben die Bemerkung 
beim Zimtsiiureversuch. ) 


Der Ubergang der Phenyl-a-Milchsiiure in Homogentisinsiure erfolgt 
offenbar nach der Formel 
C,H,— CH,— CHOH — COOH +- 40 = C,H,(OH),— CH,— COOH-+- CO,-+- H, 0. 

Darnach kénnten aus 166 g Phenyl-a-Milchsiure 168 g Homogen- 
tisinsiiure entstehen; die verabreichten 6,0 ¢ hiitten daher im besten 
Kalle eine Vermehrung der ausgeschiedenen Homogentisinsiiure um 6,07 g 
herbeifiihren kénnen, statt dessen betrug die Steigerung gegeniiber dem 
Durchschnittswerte der 2 dem Versuchstage vorhergehenden und der 2 
ihm folgenden Tage (5.199 g) nur 2,523 g; es sind demnach 41,5°/o der 
eingefihrten inaktiven Phenyl-a-Milchsiure in Homogentisinséure tiber- 
gegangen. 

Die gleiche Berechnung fiir die Phenylbrenztraubensiéure gestaltet 
sich wie folgt: 
C,H, — CH, — CO — COOH+-30 = C,H,(OH), — CH, — COOH + CO,,. 


Aus 164 g Phenylbrenztraubensiure kénnen demnach 168 g¢ 
Homogentisinséure entstehen, aus den gegebenen 5,7 g also 5,835 g. 
Die Homogentisinsiiureausscheidung an dem Versuchstage und dem darauf 


folgenden Tage ist gegeniiber der Durchschnittszahl aus den beiden Vor- 


1) PliOchl, Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. 16, S. 2815 (1883). 
*) Erlenmever jun., Liebigs Ann., Bd. 271, 5. 137 (1892). 











+e ~~ . os ° — ° : > 
ijber das Schicksal einiger aromatischer Siuren bei der Alkaptonurie. 89 


tagen und den beiden Nachtagen (5,763 g) um 5,803 ¢g gesteigert, ent- 
spricht also fast genau der theoretisch berechneten Menge. Die Phenyl- 
brenztraubensiure ist dermmmach annihernd quantitativ in Homogentisin- 
siiure ubergegangen. 

Aus dieser Versuchsreihe hat sich ergeben, dab nur die 
aromatischen a-Oxysiiuren, ebenso wie die aus den Ei- 
weibkOrpern stammenden a-Aminosiiuren in Homogentisin- 
siure tibergehen. Es driéngt sich daher der Gedanke -auf, 
daB diese a-Oxysiuren im Organismus des Alkaptonurikers 
als intermediire Produkte beim Abbau der aromati- 
schen Aminosiiurekomplexe des Eiweifes auftreten. 
In diesem Sinne lassen sich auch die oben erwiahnten Versuche 
Schottens und Blendermanns iiber die Umwandlungspro- 
dukte der Phenylaminoessigsiiure und des Tyrosins im normalen 
Tierkérper verwerten: auch ihre Ergebnisse weisen darauf hin, 
daB die Desaminierung die erste Verinderung ist, welche 
die aromatischen Aminosaéuren im Stoffwechsel erfahren. 

Auf welchem Wege die Phenylbrenztraubensiiure in Ho- 
mogentisinsiure iibergeht, ob etwa zunichst eine Reduktion zu 
Phenyl-a-Milchsiiure eintritt,!) bleibe dahingestellt. 

Nach den vorangehenden Untersuchungen glauben wir also 
annehmen zu diirfen, dah beim Abbau der Aminosiiuren im 
Organismus zunichst die entsprechenden Oxysiuren als Zwischen- 
produkte auftreten: zur Uberfiihrung der auf diese Weise aus 
dem Phenylalanin entstehenden Phenyl-a-Milchsaure in Uroleucin- 
siure wire, wie ein Blick auf die Formeln zeigt, das Auftreten 





zweier Phenolgruppen in den Stellungen 2—5— anzunehmen. 
Der weitere Ubergang der Uroleucinsiiure in Homogentisinsiiure?) 
wirde eine einfache CO,- und H,O-Abspaltung unter Eintritt 
zweier Atome Sauerstoff darstellen. 


") Solehe Reduktionen der Ketongruppe zur sekundiren Alkohol- 
gruppe wurden im Organismus schon beobachtet, z. B. beim Acetophenon. 
Siehe Otto Neubauer, Arch. f. exp. Path. u. Pharm., Bd. 46, S. 133 
(1901.) 

2) Dafi die Uroleucinséure als Muttersubstanz der Homogentisin- 
siure aufzufassen ist, geht wohl aus ihrer von Huppert (a. a. O.) auf- 


gestellten Strukturformel zur Evidenz hervor. 
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2 2 ae CH, 
CH.NH, CHOH ” CHO COOH 
COOH COOH COOH 


Phenylalanin, Phenyl-a-Milchsiiure. Uroleucinséiure. Homogentisinsaure. 





Alkaptonsiiuren. 

Beim Tyrosin liegen die Verhiltnisse insofern kompli- 
zierter, als bei seiner Umwandlung in die Alkaptonsiéuren die 
in der para-Stellung befindliche OH-Gruppe verschwindet. Da 
die von Blendermann!) nach reichlicher Tyrosinfiitterung im 
Kaninchenharn gefundene p-Oxypheny!milchsiiure diese OH-Gruppe 
noch enthiilt, wiihrend sie den Alkaptonsiiuren bereits fehlt, so 
muf} der Verlust der OH-Gruppe zwischen diesen beiden Stufen 
angenommen werden. Diesen Verlust der OH-Gruppe kann man 
mit Wolkow und Baumann?) als Reduktion auffassen, wo- 
bei allerdings zu bedenken ist, da®B Reduktion einer Phenol- 
gruppe im Organismus bisher noch nie beobachtet worden ist. 
Aus diesem Grunde wird man auch die Modglichkeit einer ein- 
fachen Verschiebung der OH-Gruppe, beziehungsweise der 
Seitenkette ins Auge fassen mitssen; Analoga fiir solche Um- 
lagerungen sind in der Chemie bereits bekannt.*) 

Kingefiihrte Homogentisinsiiure wird vom Normalen so gut 
wie vollstiindig verbrannt:!) vom Alkaptonuriker dagegen wird sie 


) a. a. O. 

s) a. a. O. 

3) s. Erich Meyer, Deutsches Archiv fiir klin. Medizin, Bd. LXX, 
S. 443 (1901). 

') Embden,. Diese Zeitsehr., Bd. XVII, S. 328. Bestatigt durch 
einen nicht ver6ffentlichten Versuch von Falta und Langstein. An dieser 
Stelle sei bemerkt, dafi das Lakton der Homogentisinséure im Or- 
ganismus des Alkaptonurikers so gut wie quantitativ in die Séure tber- 
geht und als solche im Harn erscheint; 3 g des Laktons, die uns von 
Herrn Dr. Erich Meyer in freundlichster Weise tiberlassen wurden, be- 
wirkten eine Zunahme der Homogentisinsiure-Ausscheidung um 2,8 g. 
Siehe Tab. 1 1. Juli. Die Zunahme des Reduktionsvermégens kann nur 
auf die freie Siiure bezogen werden, da das Lakton nicht reduziert. 
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fast quantitativ wieder ausgeschieden, wie Embden') gezeigt hat 
und Falta und Langstein?) an unserem Patienten bestiitigen 
konnten. Es muf darauf hingewiesen werden, dab dieses sicher 
festgestellte Unvermogen der Alkaptonuriker, die Homogentisin- 
siiure zu verbrennen, allein vollstiindig gentigt, um die Tatsache 
der Ausscheidung dieser Siiture bei solchen Patienten verstiindlich 
zu machen. Es wiirde dem Prinzip, die einfachste ausreichende 
Erklirung fiir die richtige zu halten, widersprechen, wenn man 
auch schon die Bildung der Alkaptonsiiuren als etwas Patho- 
logisches ansehen wollte. Tatsichlich ist fiir eine solche An- 
nahme auch nicht der geringste Anhaltspunkt vorhanden. Man 
wird so zu der Auffassung gedriingt, dab auch im = nor- 
malen Organismus die Verbrennung der aromatischen 
Aminosiiuren auf dem Wege iiber die Alkaptonsiiuren 
erfolgt und dah die StOrung bei der Alkaptonurie nur 
darin besteht, dab infolge einer Hemmunege des Stoff- 
wechsels der Abbauan diesem Punkte stehen bleibt. Ein 
vollkommenes Analogon wiirden die Stoffwechsel-Vorgiinge bei 
der Pflanze bilden, wo nach den Untersuchungen von Czapek 3) 
in geotropisch gereizten Wurzelspitzen ebenfalls eine Hemmung 
des normalen tiber die Homogentisinsiiure fiihrenden Abbaus des 
Tyrosins statthat, welche zu einer Anhaufung von Homogentisin- 
siiture in diesen Pflanzenteilen fiihrt. 


IV. Im aromatischen Kern zweifach hydroxylierte Sauren 
(Diphenolsauren). 


Aus dieser Auffassung der Alkaptonurie ergab sich weiter 
die Fragestellung, ob bei dieser Abnormitiit des Stoffwechsels der 
Organismus tiberhaupt das Vermodgen verloren hat, den Benzol- 
ring aufzuspalten. Allerdings besitzt er auch unter normalen Ver- 
hiltnissen diese Fihigkeif nur einigen wenigen aromatischen 
Verbindungen gegentiber. Die wichtigsten Beispiele sind eben 
das Phenylalanin und das Tyrosin. Wir haben, um der Losung 


') Embden. Ebenda S. 326. 
®) Nicht publizierter Versuch. 


3) Czapek, Berichte der deutschen botanischen Gesellschaft, Bd. XX], 
S. 229 (1903). 
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der gestellten Frage niiher zu kommen, einige Versuche iiber 
das Verhalten anderer im normalen Korper aufspalt- 
barer aromatischer Verbindungen angestellt; wir haben 
zunachst die Diphenolsauren in Betracht gezogen. 





Gentisinsiure = 2 — 5— Dioxybenzoesaure. 
HOZ Wir stellten diese Séure durch Oxydation 
/Ou von Salicylsiiure mittels Kaliumpersulfat in al- 


4 


calischer Losung dar.! 
COOH kalischer LoOsung dar.') 


Schmelzpunkt 196° (unkorr.). 

Vom normalen Tierkérper wird diese Saure, wie Likhat- 
scheff?) fiir den Hund gezeigt hat, zu einem gewissen Teil 
(11-—18°/o) in Form einer Atherschwefelsiiure wieder ausge- 
schieden, zum weitaus grofperen Teil aber offenbar verbrannt. Wir 
haben zunichst festgestellt, daB sie sich im normalen mensch- 
lichen Organismus ebenso verhalt. 


Versuch beim Normalen. 8S. Tabelle Il. 3. Aug. 
Verabreichte Menge 6,5 g. 

Der Harn des Versuchstages gab zwar mit FeCl, eine blau- 
violette Fiirbung, zeigte aber gegen ammoniakalische AgNO.- 
Losung kein deutliches Reduktionsvermégen. Die Menge der 
Atherschwefelsiiuren zeigte gegeniiber dem Mittel aus dem Vortag 
und Nachtag eine Vermehrung von 0,55 g, was einer Menge von 
0.95 ¢ Gentisinsiiure entspricht, d. i. 15°/o der eingefiihrten Dosis. 
Der Rest kann wohl als vollkommen oxydiert angesehen werden. 


Versuch beim Alkaptonpatienten. Tabelle I. 4. Juli 1903. 
Verabreicht 4,46 g. 

Homogentisinsiiure (die gesamte Reduktion als Homogentisin- 
siiure berechnet): 5,454—10,717— 5,593 

H:N 35,3 —69,0 —405 
Die Zunahme des KReduktionsvermogens, auf Homogentisin- 
siiture berechnet, betriigt demnach 10,717 —5,523 = 5,194 g. 
Ks war aber von vorneherein klar, dab diese Zunahme des 
Reduktionsvermégens offenbar nicht auf einer Steigerung der 


') D—D.-R.-P. Nr. 81 297. 
2) Likhatscheff, Diese Zeitschr., Bd. XXI, 8. 480 (1895/96). 
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Homogentisinsaure-Ausscheidung, sondern auf unveriinderten 
Durchgang der verabreichten Gentisinsiiure zu beziehen ist: denn 
ein Aufbau von Homogentisinsiiure aus der eingefiihrten Gen- 
lisinsiiure wiirde einen sehr komplizierten chemischen Prozef dar- 
stellen. Es gelang uns auch in der Tat, aus dem Harne gribere 
Mengen von Gentisinsiiure auf folgendem Wege darzustellen. Der 
iitherische Auszug des angesiiuerten Harns wurde abdunsten ge- 
lassen, der Riickstand mit Wasser aufgenommen, mit Essigsiiure 
angesiduert und (zur Entfernung der Homogentisinsiiure) mit Blei- 
zuckerlosung gefallt; das Filtrat wurde mit H,S entbleit, der Schwe- 
felwasserstoff verjagt. Beim Stehen im Exsiccator krystallisierten 
Nadeln aus, die nach Reaktionen und Schmelzpunkt (196°) sich als 
Gentisinsiiure erwiesen. Die Gentisinsiiure wird demnach vom Al- 
kaptonuriker — im Gegensatz zum Normalen — zum grofen Teil 
unverandert wieder ausgeschieden. Die Menge der gepaarten 
Schwefelsiiure erreichteam Versuchstage einen hohen Wert 1.295 g. 
Nimmt man die Menge des folgenden Tages (0,536 ¢) als Normal- 
wert, so bedeutet dies eine Vermehrung um 0,759 g entsprechend 
1.31 g Gentisinsiure = 29,4°/o der eingeftihrten Substanz. 





OH . . | 
Pa 2 —4-Dioxybenzoesiaure erhielten wir 
\ /9H durch Erhitzen von Resorcin mit KHCO,.") 
ee ' ’ 
Schmelzpunkt 206° (unkorr.). 
COOH | 


Versuch beim Normalen. S. Tabelle Il. 5. Aug. 1903. 
Verabreicht 6,2 g. Der Harn des Versuchstages reduziert am- 
moniakalische AgNO,-Loésung nicht; mit FeCl, gibt er eine rot- 
violette Farbung, die auf Zusatz von Sodalosung verblabBt. 
Versuch beim Alkaptonuriker. 5. Tabelle I. 13. Juli 1903. 

Verabreicht 6,0. g. 
Reduktionsvermégen als Homogentisinsiure berechnet: 
6,041 —- 7,151 — 6,124. 

H:N 44,5 — 49,6 — 47,0. 

Am Versuchstage gibt der Harn mit FeCl,-Losung eine 
intensive rotviolette Farbenreaktion, wie sie der 2—4-Dioxy- 
benzoesaure zukommt; im Harn des folgenden Tages fiel diese 
Reaktion viel schwiacher aus. 


') S. Beilstein, Handbuch d. org. Chem., Bd, II, 5. 1735. 
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OH Protokatechusaure 
(OH = 3—4-Dioxybenzoesaure. 
\/ Kiiufliches Praparat (KE. Merck). 
COOH Schmelzpunkt 194° (unkorr.). 


Nach Tierversuchen von Baumann und Herter,!) sowie 
von Marfori?) erscheint diese Saure zu einem Teile unver- 
indert im Harn, zum gréften Teil in Form von Atherschwefel- 
sauren. 

Versuch beim Normalen. 5S. Tabelle Il. 1. August 1903. 

Der Harn zeigt kein deutliches Reduktionsvermogen gegen 
ammoniakalische AgNO,-Losung; mit FeCl, gibt er eine Griin- 
fiirbung, die auf Zusatz von Sodaldsung in Rot umschligt. 
Versuch beim Alkaptonuriker. S. Tabelle I. 15. Juli 1903. 

Verabreicht 6,0 g. 
Reduktionsvermégen als Homogentisinsaéiure berechnet: 
6,123 — 6,606 — 5,271. 

H:N 47,0 — 45,38 — 41,6. 

Mit FeCl, zeigt der Harn dieselbe Reaktion wie der Harn 

des Normalen nach Protokatechusiiurezufuhr. 


Ol 

( ‘OH Kaffeesiure = 3—4-Dioxyzimtsiure 
ey wurde von uns nach den Angaben von Hlasi- 
CH wetz?) aus Kaffeegerbsiure erhalten. 

CH Schmelzpunkt 195°. 

COOH 


Versuch am normalen Kaninchen. 
2 5 ¢ subeutan injiziert. Der Harn der niichsten 24 Stunden 
reduziert ammoniakalische AgNO.-LOsung nicht. 
l Versuch beim Alkaptonuriker. 
S. Tabelle I. 30. September. 

Verabreicht 4,0. g. 
Reduktionsvermégen als Homogentisinsiiure berechnet: 
3,074 — 8,510 — 3,389. 

H:N 40,0 — 41,9 — 40,2. 
1) Baumann und Herter, Diese Zeitschrift, Bd. I, 5. 263. 
2) Marfori, Arch. ital. de biol., Bd. 27, 5S. 139. 
3) Hlasiwetz, Liebigs Ann., Bd. 142, S. 358. 
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l. Versuch beim Alkaptonuriker. S. Tab. Ll 7. Juli 1903. 
Verabreichte Menge 6,0 g. 
Reduktionsvermoégen als Homogentisinsiiure berechnet: 
4.844 —4,031 — 5,246. 

H:N 31,6 — 31,8 — 41,5. 

Der Harn zeigt mit FeCl, voriibergehende Griinfiirbung. 

Beim Alkaptonuriker zeigt also zuniichst die Gentisinséure 
ein vom Normalen abweichendes Verhalten. Beim Gesunden 
fiihrt sie zwar zu einer Vermehrung der gepaarten Schwefelsiure, 
zum grobten Teil wird sie aber offenbar verbrannt. Beim Al- 
kaptonuriker tritt der Anstieg der Atherschwefelsiiuren ebenfalls 
ein, gleichzeitig erfiihrt aber das Reduktionsvermogen des Harns 
eine bedeutende Steigerung, welche, wie oben dargetan wurde, 
durch unveriindert ausgeschiedene Gentisinsiure bedingt ist. 
Derjenige Teil, der unter gewohnlichen Verhiiltnissen verbrannt 
wird, bleibt bei der Alkaptonurie unzerstort. Dies stimmt mit 
dem bereits bekannten Verhalten der Homogentisinsiiure, die 
ja als das nachst hohere Homologe der Gentisinsiure zu be- 
trachten ist. tiberein. 

Dieses gleichartige Schicksal beider Siiuren wirft ein Licht 
auf die Art der Stoffwechselvorgiinge, welche bei der Alkap- 
tonurie gestOrt sind. Denn es zeigt, dafi die Unfihigkeit der 
Patienten, die Homogentisinsiiure zu verbrennen, nicht etwa in 
der Unangreifbarkeit der Seitenkette ihren Grund hat, sondern 
in dem Unvermégen, den Benzolring weiter zu verindern. 
SchlieSt man sich der oben begriindeten Auffassung der Alkap- 
tonurie als einer einfachen Hemmung normaler Stoffwechsel- 
vorgange an, so folgt daraus ohne weiteres, dah der normale 
weitere Abbau der intermediiir gebildeten Alkapton- 
siure nicht in der Seitenkette einsetzt, sondern dah 
zunachst die durch das Auftreten der beiden OH-Grup- 
pen in der 2- und 5-Steliung bereits eingeleitete Ver- 
inderung des Benzolringes, die zu seiner schlieflichen 
Sprengung fiihrt, weiter fortschreitet. 

Auch die 2—4-Dioxybenzoesaure hat beim Alkaptonuri- 
ker eine. wenn auch mibige Vermehrung des Reduktionsvermo- 


gens des Harns herbeigefiihrt. Um einen einfachen Ubertritt unver- 
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anderter Substanz in den Harn kann es sich dabei nicht handeln, 
da diese — als AbkOémmling des Resorcins — nicht reduziert. 
Die Frage, ob sie etwa in eine andere Dioxysiiure oder in eine 
Trioxysiiure tibergegangen ist, bedarf noch weiterer Untersuchung. 

Die Protokatechuséure und die Kaffeesiure, in 
welchen die beiden OH-Gruppen in 5—4-Steliung stehen, haben 
beim Alkaptonuriker keine deutliche Erhédhung der Reduktions- 
kraft des Urins herbeigefiihrt: sie diirften sich also wie beim 
Normalen verhalten. 


Wir kommen auf Grund unserer Versuche zu folgender 
Vorstellung itiber den Abbau der aus dem Eiweif stammenden 
aromatischen Aminosiiuren: 

1. Das Phenylalanin wird zunichst auf dem Wege der Er- 
setzung der NH,-Gruppe durch eine OH-Gruppe in die ents prech- 
ende Alkoholsiiure (Phenyl-a-Milchsaiure) verwandelt (Stufe 1). 

2. Aus dieser entsteht, wahrscheinlich durch Eintritt zweier 
Phenolgruppen in der Stellung 2, 5, die Uroleucinsiure; diese 
kann durch Abspaltung von CO, unter Aufnahme zweier Atome 0 
in Homogentisinsiiure iibergehen (Stufe If). 

3. Die weitere Veriinderung setzt am Benzolring ein und 
fiihrt zu seiner schlieBblichen Auflosung. 

i. Das Tvrosin verhiilt sich analog wie das Phenylalanin, 
nur mu} eine Entfernung der in der Parastellung befindlichen 
OH-Gruppe angenommen werden, entweder durch Verschiebung, 
oder durch Reduktion zwischen Stufe [ und II (p-Oxypheny!l- 
a-Milehséure zu Phenyl-a-Milchsaure). 

). Ber der Alkaptonurie bleibt dieser Abbauprozef der 
aromatischen Aminosiiuren auf Stufe II stehen. 

Die Versuche muBten aus iiuBeren Griinden abgebrochen 
werden: wir hoffen jedoch, spiiter Gelegenheit zu ihrer Fort- 
fiihrung zu haben. Uber die Schicksale der aromatischen Oxy- 
siuren im normalen Organismus, welche die mitgeteilten Be- 
obachtungen ergiinzen und kontrollieren sollen, wird der eine 
von uns seinerzeit berichten.') 

') Schon an dieser Stelle sei mitgeteilt, daf§ weder die Phenyl-a- 
Milchséure, noch die Phenyl-f-Milchséure im Organismus des Kaninchens 
vollkommen verbrannt wird. O. Neubauer. 
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Tabelle I. 





Diat 


Homogen- 





Versuchs- | | Harn- | Spez. Halieaibiene N Be- 
° 5 N 3 
und verabreichte , H:N 
tag : menge, Gew. ~ | ng orkunge 
a Substanz - arn © merkungen 
| | in %o in g 


x IX. 02 


t= 


er 
a 
— 

~ 


120 g Rindfleisch 
Kohlenhydrate, 
Fett 


» 


4 g Kaffeesdure 





1730 | 1,014| 0,196 | 3,389) 843) 40,2 


2130 | 1,013) 0,171| 3,636 8,47/ 42.8 | 


1420 | 1,019} 0.216) 3,074, 7,67) 40,0 


| | 
2270 | 1,013 | 0,155) 3,510) 8.45) 41,9 | 
| | 

| 


1400 | 1.018! 0.278) 3.897. 9.80! 40.0. 





| 120 g Rindfleisch 


80 g Kalbfleisch 


| 
1480 | 1,016 0,217} 3,203 7,92) 405 
| 


1640 | 1,019) 0.27 














e ¥ )2 | a | Seg awe | 
X. 02. Kohlenhydrate, | | #00 af | 
Fett | | { 
ce ss i ae eee a eee }_ | — sz 
i | > 2080 | 1,015} 0,227] 4,718] 10,72| 44,1 
| | | 
| : : 7 ae | | | 
‘. 5 g o-Cumarsiure | 3970 | 1,013] 0,155) 4748) 11,52) 41,3 | 
( » 1720 | 1,016 0,278 4.788| 11,17! 428 
| 
(0 > 1520 | 1019 0,350 5292} 11,16! 47,2 
} 
8. X. 02.| > 1500 | cree 0,330 | 4,950 | 10,58) 46,7 
| . | ae Sa 
i in ye 
ray a . a 2320 | 1.015} 0,247 | 5 2 | 
2,85 g p-Cumarsdure i | 1,01 a 0,247 | 0,741 | 11,82) 48,7 
i 1830 | 1,017| 0289 aid 11,30) 46,6 | 





| 150 g Rindfleisch 


17, IV. 04.| 


80 g Kalbfleisch 
Kohlenhydrate, 
Fett 





1460 | 1.021 | 0,361. | 13.82 381 | 
7 | 


Fortsetzung dieser Tabelle auf nachster Seite. 


1) Das Zeichen » bezieht sich nur auf die Diat, nicht auf die verabreichten Sauren. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLII. 
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| Homogen- 












































































1.012 | 


Fortsetzung dieser Tabelle auf nachster Seite 











| 


Versuchs- oat | Harn-| SpeZ. | tsincsure \ Be 
und verabreichte | | spa int H:N 
Substanz ies Gew. | ei | in § merkungen 
, | in °/fo in g 
| 150 g Rindfleisch | | | | 
80 g Kalbfleisch | _| in | 
18. IV. O4. . a 1900 | 1,017} 0,309 | 5,877) 15,42) 38,1 | 
Kohlenhydrate, | a 
Fett | 
} 7 7 q - a 
19. 6,0 g Phenyl- | 2140 | 1,014) 0,361| 7,722) 14,80| 52,1 
a-Milchsiiure | 
20, | 2180 | 1,014) 0,217) 4,720 14,34| 33,0 
21 | , | 2080 L014 | 0,237 | 4,932 | 13,20) 37,4 | 
Ne ee ee | | 
o. » 1610 O18 | 0,330 | 5,317 | 14,70} 36,2 | 
| | 
23 6.2 g Phenyl- | 2260 | 1,014 0,196 | 4,427) 15,88} 27,9 | 
B-Milchséure | | | | 
24 ' | 2470 | 1,012) 0,175 | 4,329] 13,83) 33.2 | 
25, ; 1800 | 1,016) 0,237} 4,268} 12,60) 33,9 | 
| Pos = 
: | | yf | 
26. 6,0 g Phenyl- | 2010 | 1,013) 0,196 | 8,973| 13,90) 28,6 | 
glyzerinsiure | | | | | 
| ee Ss See Seen = 
27, ' 2010 | 1,013) 0,237 4,766 | 14,63) 32,6 | 
| | | _ - 
3. V. O35. . | 1450 | 1,021! 0.423} 6,129] 14,74) 41,7 | 
| | 5,239 16,40 32,0 
{ eee | 2420 | 1,012 0,216} 5,238 40 32. 
Ps 3,5 g Zimtsiure | | 1,01 | 0,216 9 ; | , 
b. > | 1880 | 1,016 0,330) 6,208 13,16 | 47,0 
6. ' 1460 | 1,018| 0,381] 5,569] 12,96] 42,8 | 
7. : | 2130 | 1,013 0,258} 5,490) 13,48) 40,7 
8. > | 2410 | — — | 1350; — 
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4,46 g Gentisinsdure| 





| 0,464 10,717 


Fortsetzung dieser Tabelle 





Diat | Se | Homogen- : 
ersuchs- | Harn- | Spez. | Sita N Be- 
| und verabreichte | eer H:N 
ta lettin ‘menge) Gew. | | in g merkungen 
| an , | ' in °/o| in g 
| 150 gr Rindfleisch | | | | 
| 80 gr Kalbfleisch | | | | | 
4. V. 03.) Kohlenhydrate, 2580 | 1,012 0,216) 5586) 13,87) 40,2 | 
Fett | | 
4,0 g Cumarin | | 
10 . | 2190 | 1,014! 0.237) 5,193) 1515! 34,4 | 
j } j 
: | | ee ey oe = ‘ cataladeniiniiipadiaiaty 
| | 
, 1860 5 1,014 | 0,320) 5,945! 13,82} 43,0 | 
3. V. 03.| , 2160 | 1,014| 0,237| 5,122) — | — | 
} | | | 
, ro | | | | | | 
Li | 60g Phenyl- | 2010 | 1,014, 0,258) 5,181) 14,35, 36,0 | 
| propionsiiure | | | 
15 | 2180 | 1,013, 0,237) 5168) — | | 
} 
3. VI. 03.1 :, 1510 | 1,021) 0,381 | 5,760) 13,49 42,7 | 
| EE, SeaNer a arene 
| | 
r | ‘ | 2760 | 1,010! 0,196 | 5,407) 14.92] 36,3 | 
; ‘ 2020 | 1,014) 0,299} 6,039 | 14,08 (2.8 | 
| | | 
a . | | ae Ema | | 
6 15,7 g Phenylbrenz- | 2275 5 | 1,015) 0,464 10,555 | 15,35! 68,5 | 
traubensaure | | | | | 
q : : ea eee. eee — ' 
:. | 2120 | Lote 0,320 | 6,776| 14.31] 47,3 | 
g | ’ 1720 | 1,017 | 0,330) 5,680) 13,73 41,5 
29. VI. 03.| : 1330 | 1,020! 0,40 | 5,35 | 14.71! 359 | 
i) > | 2590 | 1,010) 024 | 6,14 16.39 37,5 | 
| fais Ds | _| = 
t VIL. 03,(29 Tlannsicsiassllaian 14 ne 1.021 0.63 | 8.98 | i511. 591 
sdure-Lakton | | 
2 > | 1380 | 1,021) 044 | 611 | 1584) 386 
> | 1250 | 1.023! 0,443) 5.4541] 15.15! 36.3 
| Mit FeCl, tief- 
, blaue Farbung; 
: 2310 | 1,014 15,52| 69,0 |spiter dunk 


spiter dunkel- 
‘blauer Nieder- 


schlag. 


auf nachster Seite. 


7 € 
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Diiit 


| 
} 
| 


Homogen- 









| 
Versuchs- | | Harn- | Spez. baie N | Be- 
| und verabreichte | | sacs aamacial | H:N | 
‘ TQ . UL = j » c }fer 
tag | Sains | menge Gew. — ; | in g | | me rkunge; 
j | ’ in "jo | i g 
| | 
‘CM uiiti i rs _ 
| 150 gr Rindfleisch | | | | | 
ae | 80 gr Kalbfleisch | _ ; | of | _ | 
5. VIL. 03.) R aia | 2170 | 1,011 | 0,258) 5,593 | 13,79] 40,5 | 
| Kohlenhydrate, | | | | 
- 
| eee | 
6. | 1740 | 1,018 | 0,278 | 4,8i4 15,35) 31,6 | 
iter ee ere Sl | 
| | | | ‘Mit FeCl, sehr 
| | | starke,voriiber 
| gchende Ciriir 
| | | farbung; aut 
‘J | ee | 2300 | 1,011! 0,175! 4031! 12,69] 318 | Zusatz y 
| 6,0 g Kaffeeséiure | | 
| mehr Fe(|, 
| | dauernd: 
| | | schmutzig- 
| | ori | 
| 4 | igriine Farbung 
8. | | 2120 | 1,015! 0,247] 5,246) 12,65] 41,5 
| | —— |——| |. 
9, | | 1640 | 1,016) 0,278) 4,575, 11,48} 40,0 | 
10. | 2570 | 1,012} 0,216] 5 5 13,96] 39,9 | 
_— a 
| 
11. | 60 ¢g siti 1560 | 1,016} 0,330) 56152) — | — | 
siiure | 
| ween | nen, ii al 
12. ; | 2170 | 1,013} 0,278) 6041| 13,61) 44,5 
eee Saaee 7 
| . | Mit FeCl, 
‘3. | 6,0 g 2-4-Dioxy- | 1360 | 1,024} 0,526} 7,151} 14,39|} 49,6 | intensive 
| benzoesiiure Rotfarbung. 
| | | a 
| | | Mit FeCl, 
4. | > 1320 | 1,021 | 0,464} 6,124] 13,45| 47,0 |deutliche R 
| | violettfarbung 
-_ sana | | 2 
3 | Mit Fe! 
| intensiv blau- 
| , | griine Farbung 
15. '6,0 g Protocatechu- | 1490 | 1,023 | 0,443 | 6,606| 14,56 | 45,3 |die auf Zusate 
| siure | von Sodalésung 
| | in Rotviolett 
| | umschlagt 
} | | 
16. | » 119 ) | 1,023 | 0,443) 5,271! 12,66! 41,6 
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— Tabelle II. 
(Versuche am Normalen.) 
; | | ey: rs 
ge . lo | Reduktions- | | Schwefelsdure 
| | Verab- Spez. | - | 
Versuchs- | Harn- | vermoégen fiir] SO, 
} ° | ’ se | > Ie ° | 
— | reichte | Ge- |ammoniakal.| Eisenchlorid | , ' 
tag le menge |_. AgNO.- | Bt Bie 
- | Substanz =~ |wicht I iia samt- | paarte 
| | ——— | SO, | SO, 
31. VII. 03, g 1640 | 1,019 o v _ 0449 
Pst cain [ rear Saree 
4,0 g | Intensive Griin- 
| Proto- | farbung, die auf 
{. IX. 03 | 2540 1.013 0 ‘Zusatz von Soda-| 2.589) 0,853 
- catechu- 5s 
iis : | Osung in Rot 
au saure umschliigt 
in | poser aaeneie ponte 
2. 7) | 2990 | 1,013 0 | o 3,135 | 0,668 
of 
¥ et oe | - ee ee ee aes 
es a ae ’ 
td soll. | pee ve | Intensive Blau- 1091 1.44 
ul a | Gentisin- | 4060 O09! a) f 4 = +29 145 
| Gentisin- | 4060 | 1,0 | violettfairbung 
saure 
ae | 7 
b. ) | 16350 | 1,015 7) 0 2,155 | 0,541 
} 
ee —* Ss sa EN, eects eee ee ainda ee 
| 6,2 g | Rotviolette 
‘ 2-4-Dioxy:) 95 , Fiirbung, die auf! 
), a“ | Y"| 3740 | 1,013 4) k ihe — ~— 
benzoe- ; ‘Zusatz von Soda- 
siure | | | | losung verblaft. 
ees 7s 
6. g | 1850 | 1,017 o g — — 
| | 
a 
ve 
ing. 
‘t 
R 
lau 
ung 
[sali 








Uber die Hefekatalase. 
Von 
W. Issajew. 


(Mitteilung aus dem Laboratorium fiir Technologie der Kohlehydrate des Polytechnischen 
Instituts zu Warschau.) 


(Der Redaktion zugegangen am 19. Mai 1904.) 


1. Einleitung. 


In dem mir am 5. Mai zugegangenen chemischen Zentral- 
blatt Nr. 18 und Wochenschrift fiir Brauerei Nr. 15 befindet 
sich eine Mitteilung von Prof. Dr. Neumann-Wender «Die 
Hefekatalase». Seit einigen Monaten mit einer Untersuchung 
liber denselben Gegenstand beschaftigt, sehe ich mich veran- 
labt, tiber meine Versuche schon jetzt zu berichten, obgleich 
dieselben noch nicht abgeschlossen sind. Die Untersuchung 
wird gemeinschaftlich mit Herrn stud. A. Lerman ausgefiihrt, 
welcher die Versuche ausfiihrlicher in seiner Diplomarbeit be- 
schreiben wird. 

Ich will an dieser Stelle von der Ubersicht iilterer Literatur- 
angaben absehen; diese Literatur findet sich in den Arbeiten 
von O. Loew!) und G. Senter?) zusammengestellt. Ich werde 
nur ganz kurz einige neuere Untersuchungen erwaéhnen. 

Als Entdecker der Enzyme, welche das Wasserstoffsuper- 
oxyd zersetzen — «katalysieren» — muh Schonbein ange- 
sehen werden, welcher gefunden hat, dal diese Erscheinung 
der «Katalyse» des H,O, fast allen Pflanzenextrakten eigen ist; 
aber erst in jiingster Zeit hat Loew gezeigt, daB die Substanz, 
welche diese Katalyse hervorruft, von den anderen Enzymen 

') Catalase a new Enzyme etc. U.S. Dep. of Agric. Rep. Nr. 68, 1901. 


?) Das wasserstoffsuperoxydzersetzende Enzym des Blutes, Zeitschr. 


fiir physik. Chemie, Bd. 44, S. 257, 1903. 
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verschieden ist. Dab der Vorgang enzymatischer Natur ist, 
diirfte man schon daraus schlieBen, daB das allgemeine Verhalten 


von «Katalase» gegen Wiirme, Reagentien ete. ganz dasselbe 
ist wie anderer Enzyme. Loew hat u. a. gezeigt, daf auch 
die Hefe eine Katalase enthialt, welche sie an das Wasser ab- 
geben kann; niiher hat er die Hefekatalase nicht untersucht. 
Senter hat gefunden, dab die Eigenschaft des Blutes, das 
Wasserstoffsuperoxyd zu zersetzen, einem Enzym — _ der 
Hiimase — zuzuschreiben ist. Er hat hauptsiachlich die Kinetik 
des Vorganges untersucht und dabei gezeigt, dab die Reaktion 
der Wasserstoffsuperoxydzersetzung durch Hiamase eine echt 
katalytische ist und zwar eine Reaktion erster Ordnung. Die 
Versuche von Prof. Wender hatten den Zweek, die Indi- 
vidualitiit der Hefekatalase festzustellen, da dieselbe von E. 
Buchner!) wiederum bezweifelt wurde. Bach und Chodat?) 
haben aus Sterigmatocystis nigra eine Katalase dargestellt, 
welche frei von anderen EKnzymen war. 

Mit Studien iiber Hefeenzyme beschiiftigt, habe ich die 
Krscheinung der H,O,-Katalyse in den Kreis meiner Versuche 
herangezogen; ich suchte dabei die enzymatische Natur des 
Vorgangs festzustellen und den Verlauf der Reaktion zu verfolgen. 

2. Untersuchungsmethoden., 

Als Ausgangsmaterial diente uns untergiirige Bierhefe, 
welche nach sorgfiltigem Waschen abgenutscht und abgeprebt 
wurde. Die Versuche wurden nicht mit Hefe selbst, sondern 
mit Ausziigen aus derselben und mit gefalltem Enzym angestellt. 
Nach verschiedenen Vorversuchen haben wir folgende Arbeits- 
methode gewiihlt. Die Hefe wurde in diinner Schicht an der 
Luft getrocknet, dann mit etwas Wasser und Quarzsand zer- 
rieben, mit der 8—10fachen Menge mit Chloroform gesiittigten 
Wassers 2—3 Tage ausgezogen und das klare Filtrat§ mit 
Alkohol gefiillt.2) Der Niederschlag wurde im Vacuum iiber 

') Die Zymasegiirung S. 77. 

2) Berichte 36, S. 1756. 

°) Im Gegensatz zu Prof. Wenders Angabe fanden wir, dafi mittels 
(ilyzerin Katalase auch aus unverletzten Hefezellen, wahrscheinlich infolge 
der Plasmolyse, extrahiert werden Kann. 
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Schwefelsiure getrocknet. Die katalysierende Wirksamkeit des 
Enzymgemisches (von den reinen Katalasepraéparaten kann vor- 
laufig keine Rede sein) wurde in folgender Weise untersucht. 
Die Enzymlosung und das Wasserstoffsuperoxyd wurden zuerst 
auf die Versuchstemperatur (25° oder 0°) gebracht, dann ver- 
mischt und in den Thermostaten gestellt: von Zeit zu Zeit 
wurden Proben herausgenommen, in verdiinnte H,SO, gegossen 
und das unzersetzte H,O, mit verdiinntem Permanganat titriert. 
Die augenblickliche Konzentration des H,O, konnte somit in 
Kubikzentimeter Permanganatlésung ausgedriickt werden; da 
die Knzymlosung eine bestimmte, obgleich gewohnlich sehr 
kleine Menge KMnQ, fiir sich verbrauchte, mubte letztere ab- 
gezogen werden. Die Permanganatlosung war gewohnlich 
'/200—'/400 molar, das Wasserstoffsuperoxyd !/120—1!/265 molar. 


3. Darstellung der Katalase. 


Wir untersuchten zuerst, unter welchen Bedingungen man 
ein mOglichst kriiftiges Katalasepriiparat erhalten kénnte. Die 
Messung der katalytischen Kraft, auf Einheit der Trockensubstanz 
bezogen, gestattete uns, Priiparate verschiedener Herkunft zu 
vergleichen. Der wiisserige Hefeauszug wurde mit Alkohol 
versetzt, sodaB die schlieBliche Konzentration des letzteren 50°/o 
betrug: das Filtrat vom Niederschlag [| wurde von neuem mit 
Alkohol behandelt, bis die Konzentration sich auf 75°/o erhohte, 
es entstand ein neuer Niederschlag Il. Die erhaltenen Nieder- 
schliige, erst mit Alkohol dann mit Ather gewaschen und ge- 
trocknet, wurden in Wasser gelost. 

10 ecm H,O, (etwa 0,1 molar) mit 1 ccm Enzymlosung 
versetzt, verblieben 10 Minuten im Thermostat bei 25°, dann 
wurden 25 com H,SO, (1 : 4) zugesetzt, mit Wasser auf 250 ccm 
verdiinnt und mit "10 KMnQ, titriert. 





10 cem H,O, | 1 ccm Enzymlésung Nach 10 Min. 


verbrauchten | yerbrauchte KMnO,| langer Reaktion 
wintiee 1 | ol I | ol 


i 





20.9 com 0.06 cem | 0.07 cem | 12,7 cem | 21,0 ccm 
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Da die Trockensubstanz der ersten Enzymlésung 0,104°/o, 
der zweiten 0,17°/o betrug, so berechnet sich die von 1 ¢ 
Enzym zersetzte Menge von H,O, zu: 

9 


Niederschlag I — 15,5 g, Niederschlag I] — 0,06 g 


g. 

Die Permanganatmenge, welche von 1 g Enzym fiir sich 
verbraucht wurde, berechnet sich zu 57,69 bezw. 41,18 g. 
Wir sehen daraus, dab es geniigt, die Hefeausziige mit gleichem 
Volum Alkohol zu versetzen, um aus ihnen die Hauptmenge 
der Katalase auszufillen. 

Wir versuchten, die Katalase in der Weise zu reinigen, 
das der Niederschlag von neuem in Wasser gelost, abfiltriert 
und dann wieder mit Alkohol gefillt wurde. 


Wir erhielten folgende Resultate: 

















10 ccm | 4 ccm] Nach Trocken- |! g¢Enzym] ny. KMnO, 
H,O, ; zersetzt f 
verbr. 8/10] nzyml.} 10 Min. substanz H,O, |pro 1g Enzym 
KMnO, | 1 |] 1 | i i | UW I | il 1 | 
| | | 
27,5 ccm |0,04 0,05}10,00 18,1 J0,206 ?/o,0,108 9/0} 14,5 g 14,9 g} 19,4 ccm 46,3 
| 














Die zweite Fillung mit Alkohol erhoht also die kataly- 
tische Kraft kaum, und da diese Reinigung mit groben Verlusten 
an Material verbunden ist, so haben wir davon abgesehen und 
uns mit einmaliger Fillung bei Katalasedarstellung begniigt. 
Wir ersehen aus diesen Versuchen noch, daf Enzyme fiir sich 
grofe Mengen Chamiileon verbrauchen, da aber die benutzten 
Konzentrationen derselben gewohnlich sehr klein waren, so 
konnte man diese Methode anwenden. 


4. EinfluB der Temperatur auf die Katalase. 


10 cem H,O, (0,012 molar) wurden mit 1 cem Katalase- 
ljsung vermischt, wobei jede von den Fliissigkeiten vorher 
'/2 Stunde bei betreffender Temperatur gehalten wurde; nach 
weiteren 10 Minuten setzte man behufs Unterbrechung der 


teaktion 25 ccm H,SO, (1:4) zu. Die Permanganatlosung 
war !/200 normal. 
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Nach 10 Min.| ‘Nach {0 Min. 


Temperatur | zersetztes | Temperatur| zersetztes 








| HO, in %/o | | H,O, in °%o 
oo | 10,6 50)” 6,6 
10° | 18 | 60° 4,8 
200 | 22 | 70 4,9 
30° | 13,2 | g() 9 3,6 
Mo 140 | ge | BR 


Katalaselosung, 15 Minuten gekocht, zersetzte das H,O, 
gear nicht. Aus dieser Versuchsreihe folgt, dab das Optimum 
der Katalasewirkung bei ca. 40° liegt. Die Erniedrigung der 
Temperatur wirkt auf dieselbe bei weitem nicht so schadlich, 
wie die ErhOhung, da bei hoheren Temperaturen die Zersetzung 
der Katalase von zwel Ursachen bedingt wird: von dem = schiid- 
lichen KinfluB der Wiirme auf die Enzyme tiberhaupt und von 
der Oxydation der Katalase durch H,O,, welche bet hoheren 
Temperaturen schneller vor sich geht. 


). Einflub der H,O,-Konzentration auf die Reaktion. 


Die Versueche wurden in der Weise angestellt, dab zu 
190 com H,O, verschiedener Konzentration 10 ecm Katalase- 
losung zugesetzt wurden: beide LOsungen waren vorher aut 
die Versuchstemperatur gebracht. Nach bestimmten Zeitinter- 
vallen wurden Proben zu je 20 eem herausgenommen, in ver- 
diinnte H,SO, gegossen und mit Permanganat passender Kon- 
zentration ('/200—!/400 normal) titriert. Die Berechnung der 
Versuche geschah nach der Formel fiir Reaktion erster Ord- 


ye r 1 “”) ‘ ‘ ‘ yr * 
nung 0,4343 K = - log <°, wo G, G,, G,.. . Konzentrationen 


3 | 
in entsprechenden Zeiten t und k die Konstante der Reaktion 
sind. Gleichzeitig wurden gewohnlich drei Versuche ausgefthrt, 


nur diese sind also unmittelbar vergleichbar : 
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Versuchstemperatur 25°, 


























MI; H,O, ‘/265 mol. HO, '/197 mol. HO, ‘/126 mol. 
M1n. 
KMnO, | 0.4343 K] KMnO, | 0.4343 K]| KMnO, | 0,4343 K 
ccm 

0 28.7 — 38.6 — 60.5 

5 22 4 0.02154 30.4 0.02074 $4.7 0.02629 ? 
10 17,5 0.02149 24.0 0.02064 37.6 0.02067 
15 13.6 0.02162 18.6 0.02113 297 | 0.02060 
20 10.6 0.02162 14.8 0.02082 34 | O0.O2062 
25 8.3 0.02155 3:7 0.02073 18.4 0.02067 
30 6.4 0.02172 92 0.02076 14.6 0.02058 

Mi HO, 4/140 mol. HO, ‘/90 mol. HO, '/7s mol. 
Min. 
KMnO, | 0.4343 K} KMnO, 9 0.4343 K > KMnO, | 04343 K 

0) 27.3 41.8 52.1 — 

y P05 0.02488 31.5 0.02457 39.3 0.02449 
10 15.4 0.02486 23.7 0.02464 2Y & 0.02426 
15 11.6 0.02478 17.9 0.02455 22.6 0.02418 
20 8.7 0.02483 13.5 0.02454 17.3 0.02394 
2d 6.5 0.02493 10.2 0.02450 13.5 0.02346 

f 
30) AQ | 0.02489 7.6 0.02469 10.5 0.02318 
MN; H,O, ‘/i1 mol. H,O, '/s0 mol. H,O, ‘s6 mol. 
MIN. 
KMnO, | 04343 K > KMnO, 14343 KP KMnO, | 04343 K 

0 26.7 - 38,1 | _ 40 . 

D 20.2 0.02423 292 | OO?3B11 £1,7 0.02245 
10 15.5 0.02362 2 YQ | 0.0P110 33.0 0.02139 
15 12.1 0.02293 15H | OO.02092 26.9 O.O2019 
20) 96 0.02216 15.0 | O.O2024 23.0 0.01853 
25 7.6 (0.02187 P25 =| 0.01936 1.0) 0.01725 
30 6.0 | 0.02161 10.7 | 0.01839 17,6 | 0,01623 
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Wie man aus dieser Tabelle ersieht, ist die Reaktion der 
Wasserstoffsuperoxydszersetzung durch Hefekatalase eine kata- 
lytische, enzymatische, da die Reaktionsgeschwindigkeit in jedem 
Augenblicke proportional der H,O,-Konzentration ist; die Kon- 
stanten der ersten Ordnung sind recht gut, es verschwindet 
also withrend der Reaktion nur ein Stoff, Wasserstoffsuperoxyd. 
die Katalase bleibt unveriindert. Dies findet aber nur bis zu 
einer bestimmten Konzentration von H,O, statt: bei "73 H,O, 
ist schon ein deutlicher, obgleich noch kleiner Gang der Kon- 
stanten bemerkbar: bei hoheren Konzentrationen ist die Ab- 
nahme der Konstanten schon ziemlich stark. Ihre Ursache ist 
entweder in der Oxydation der Katalase durch H,O, zu suchen — 
so dali die wirksame Menge derselben fortwiihrend abnimmt - 
oder in der Verwickelung der Reaktion, woritiber wir uns noch 
an anderer Stelle iiubern werden. Bei niederer Temperatur 
und fast denselben H,O,-Konzentrationen findet diese Erschein- 
ung nicht statt, wie folgende, bei O° ausgefiihrte Versuche 
zeigen. Hier war die Enzymkonzentration etwas groBber — 20 ccm 
auf 180 ecem H,O,. 

Versuchstemperatur 0°. 








_— H¢ - 940 mol. HC ), M180 H,O, 1/53 H,O, "/s8 
KMnO, 0.4343 K KMn0,|0,4343 K KMnO, 0.4343 K KMn0,|0,4343 kK 

0 29,9 ~- 39,9 — 30,4 48,4 — 

d 23.6 | 0.02055 31,2. | 002136] 23,2 | 0.02347 | 38,1 | 0,02078 
10 18.5) O.O2085 24.4 0.02136] 17.7  0,02349] 30,1 0.02062 
2) 11.6 0.02036 14,9  0,02139]} 10,4 002329] 18,7 | 0,02065 

| 
30 7,0 | 0,02102?] 9,2 | 0,02124] 6,1 | 0,02325] 11,6 | 0,02067 
4A) t.& | 0.02080 5.6 | 0.02132 3.5 0.02372 7.2. 0.02068 
60 1.7 O2075 21 0.02131 1.2. 0.02339 28 002062 














Stiirkere Konzentrationen des Wasserstoffsuperoxyds sind 
vorliiufig noch nicht untersucht worden. 

Wir sehen also, dai unsere Reaktion erster Ordnung Ist. 
doch nur in erster Anniherung: die Reaktion verliiuft ver- 
schieden, je nach der Konzentration von H,O,. Bei 25° z. B 
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ist die Reaktionsgeschwindigkeit in verdiinnten Losungen etwas 
erOBer, als in konzentrierteren: bei 0° fanden wir das Umge- 
kehrte bis zu 1/33 normal. Bei Reaktionen erster Ordnung ist 
die Reaktionsgeschwindigkeit von der Konzentration unabhiin- 
noch dieser Richtung 


aber das steht jetzt schon fest, dal hier 


gig. Es miiften weitere Versuche in 
semacht werden; 
eine allgemeine Eigenschaft der Enzymreaktionen vorliegt und 
zwar darin bestehend, dal dieselben verschieden verlaufen in 
Abhangigkeit von Konzentration 
Stoffes. Ganz ihnliche Erscheinungen hat auch Senter bet 
der Blutkatalase (Hiimase) gefunden. Die Hefekatalase scheint 
aber von der Hiimase verschieden zu 


der des umzuwandelnden 


sein: sie ist z. B. viel 
widerstandsfihiger gegen Wiirme, denn Senter konnte seine 
Versuche nur bei 0° ausfiihren, schon bei 10° bemerkte er 
betriichtliche Oxydation des Enzyms; wir arbeiteten auch bet 
25° mit sehr befriedigendem Resultat. 


6. EKinflubB der Enzymkonzentration. 


Zu 140 ccm H,O, wurden verschiedene Mengen Enzym- 
losung zugesetzt und mit Wasser auf 200 ccm ergiinzt, so dafs 
die H,O,-Konzentration iiberall die gleiche war, namlich '!210 
molar. 


Versuchstemperatur 0°. 























Min. 10ccm Enzymlésung 20 cem 30 ccm 

KMn0, | 0,4343 K] KMnO, | 0.4343 K| KMn0, | 0,4343 K 
0 26,6 26,6 | 26,6 | ~ 
5 23.9 | 0.00929] 233 | 0.01150] 220 | 0.01649 
10 21,9 0) 00844 20.3 | 0.01173 18.0 0.01696 
20 17,9 | 000860] 156 | 001158] 123 | 0,01676 
30 14,4 | 0.0092 1 11,9 0.01164 8.4 0.01668 
M) 11,7. | 0,00891 9 2 0,01152 7.2 0.01418 
60 78 | 000887] 54 | Oltst] 38 | 001408 
| 
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Min. 40 com 50 cem 60 ccm 
KMnO, | 0.4348 K] KMnO, | 0.4343 K | KMn0, | 0.4343 Kk 

0 26.6 "26.6 _ 26,6 _ 

5 19,2 0.02831 17,4 0.03686 15,5 0.04691 
10 13.9 O.O2818 12.9 0.03142 96 0.04426 
20 7,1 0.02868 6,8 0.02962 3,8 0,04225 
30 ie. 0),02817 3.6 0),02895 7 0.03981 
40 2.0 0.03096 2.0 0.03096 0.8 0.03804 
60 18 | 0,01949 12 | 0,02243 0,4 | 0,03038 





Proportionalitat 
Reaktionsgeschwindigkeit besteht: die wirksame Menge des Ka- 


zwischen 








Aus diesen Versuchen folgt, dafi erstens keine strenge 
der Enzymkonzentration und der 


talysators steigt langsamer als seine Konzentration; dasselbe habe 


ich auch bei anderen Enzymen gefunden, so daB man wahrschein- 
lich hier mit einer Erscheinung allgemeiner Natur zu tun hat. 


Kine zweite Folgerung aus diesen Versuchen ist, dab mit 


zunehmender Enzymkonzentration die Konstanten der Reaktion 
sinken: bei schwachen Katalasemengen bleiben sie konstant, 
oder nehmen héchstens am Ende der Reaktion etwas ab, bei 
stirkeren aber zeigt sich diese Abnahme recht bald und desto 


friiher, je gréBer die Enzymmenge ist. Dasselbe geht aus Ver- 


suchen bei 25° hervor, wie folgende Tabelle zeigt. 
die Konzentration der Enzymlésung stark; zu 200 cem H,0, 


Hier war 











wurden 1,2....ccem Enzymlésung zugesetzt. 
. 1 com; H,O, ‘ete | 2 ccm; H,O, ‘/e21 | 3 com; HO, 4/225 
Min. 

KMn0O, | 0.4343 K] KMnO, | 04343 K| KMn0, | 0,4343 K 

0 x77 36,2 “~ 35,8 —- 
5 32,2 0.01369 27.6 0.02356 19,0 0.05502 
10 97.5 0.01370 21,1 0),02344 11,0 0.05125 
20) 19.6 0.01420 12,2 0.02362 4.7 0,04408 
30 14,5 0.01383 4a 0.02318 3,4 0.03408 
td Qs 0.01300 52 0.01872 3,2 0),02330 
0.01188 0,02257 2.9 0.01826 
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Wie diese Abnahme der Konstanten zu erkliiren ist, kann 
ich vorliufig nicht entscheiden; man kann nur sagen, dal die 
Reaktion nicht mehr erster Ordnung ist, sondern nach einem 
verwickelterem Schema verlauft. Man darf auch nicht auber 
Acht lassen, da die Korrektion auf KMnO,-Menge, welche 
von Enzym selbst verbraucht wird, zuweilen betrichtlich ist, 
so daf die Methode schon nicht so genau ist. 

Wir versuchten diese Erseheinung niiher zu verfolgen. 
Da die von uns gebrauchten Katalaselosungen schwach sauer 
reagierten und auberdem verschiedene fremde, z. B. anorganische, 
reduzierende etc. Substanzen enthielten, so konnte man denken, 
dafii die Verwickelung der Reaktion von der Anhiiufung dieser 
fremden Substanzen abhiingt. Dieselben spielen selbst eine Rolle 
der Katalysatoren, ihre Wirkung braucht nicht in strenger Pro- 
portionalitiit mit deren Menge zu stehen. 

Aber eine ganze Reihe von verschieden angeordneten 
Versuchen in 8chwach alkalischer Losung, mit Zusatz von auf- 
gekochter Enzymlosung, mit Zusatz von deren AschelOsung, 
von vorher mit H,O, behandelter Losung etc. zeigte immer 
dasselbe: bei schwachen Enzymkonzentrationen sind die Kon- 
stanten recht gut, bei stirkeren aber beginnt deren Sinken. 
Ich werde die entsprechenden Zahlen nicht anftihren. Nur eine 
Versuchsreihe, nimlich mit Dialyse, da sie die uns interessierende 
Krscheinung klar zum Ausdruck bringt, will ich mitteilen. 

4 Proben von je 50 cem Katalasel6sung wurden in Diffusions- 


hilsen gebracht und gegen Toluolwasser, welches je 12 Stunden 
gewechselt wurde, dialysiert. Nach je 24 Stunden spilte man 
den Inhalt einer Hiilse in ein 75 cem-Kolbchen und untersuchte 
mit etwa 4/170 molarem H,O, bei 25°. Kine Probe wurde 
unmittelbar, ohne Dialyse geprift. Die Resultate sind in fol- 
gender Tabelle zusammengestellt: 











I. Enzvymlésung vor 
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der Dialyse. 












































































































Min. 10 com 20 ccm 30° ccm 
KMnO, | 0.4343 K | KMn0, | 04343 K] KMn0, | 0,4343 K 
0) 39.9 39,9 | 399 | — 
5 36.1 000869 | 302 | 0.0249] 25.7 | 0.03821 
10 33,0 | 0,00825 | 23,8 | 0.02244 18,2 | 0.03409 
20) 27,0): 0,00848 14,4 | 0,02213 10,0 | 0,03005 
30 224 0.00836 9,1 0,02139 2,2 0),02949 
WO) 18,4 0.00840 7,0 | 0,01889 39 | 0.02524 
60 12,5 0,00840 4,2 | 0,01629 2.9 | 0.01898 
I. Nach 24 Stunden Dialyse. 
; 10 eem 20 cem 30 cem 
Min. 
KMn0, 0.4343 K] KMn0, | 04343 K] KMhO, | 0,4343 K 
0 39,9 | 39,9 39,9 ~ 
5 38,6 | 000310] 343 | 0.01313} 31,5 | 0,02053 
10 37.0 | 0.00328 30,1 | 0.01224 26,6 | 0,01761 
20) 34.3 | 0.00329] 269 | 0.00856] 20.0 | 0.01499 
30 32,2 0,003 10 22,1 | 0,00855 14,2 | 0,01495 
ny 297 | 000321 | 19,6 | 000772 | 102 | 0,01481 
60 25,8 | 0,00316 16,6 0,00635 5,9 | 0.01383 
Hl. Nach 48 Stunden Dialyse. 
10 ccm 20 ccm 30 ccm 
Min | 
KMnO, 0.4343 K]| KMnO, 0.4343 K] KMn0O, | 0,4343 K 
0 39,9 ~ 39.9 5 = 39.9 os 
5 38,8 | 0,00243] 36,6 | 000749] 33,5 | 0,01518 
10 37, 0,00269 33,4 | 0,00772 28,4 0.01477 
20 35,3 0.00266 | 288 | 0,00708} 21,6 0,01333 
30 33,5 | 0,00253} 24,0 | 0,00736} 16,7 | 0,01263 
4) 81,7 0.00250 | 20,8 | 000707 | 12,3 0,01278 
000249 | 17,7. | 0.00889 | 7,0 | 0,01260 
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IV. Nach 72 Stunden Dialyse. 





} 








10 ecem 20 ccm 30 cem 
Min. 
KMnO, 04343 KP KMnO, O4348 KP KMnO, | 04343 hk 
Q) 39.9 _ 39.9 39,9 
) 39,0 0.00198 37,6 0.00516 34,8 O,OLLS7 
LO 38.4 0.00166 35.4 0.00519 30.5 0.01166 
20 36,7 0.00182 31.0 0.00548 23.0 O.0L196 
30 34.6 0),.00209 21,0 0.00549 17.7 OOLL77 
4A) 33,9 0.00177 24.3 0.00538 13,4 O.OLL8) 
60 33.3 0.00176 18,2 0.00568 7,8 Q.O1L1S81 











Wir sehen, dab die Konstanten mit jedem Tag der Dialyse 
10 cem 
konstant, je hoOher aber die Konzentration der 


in allen Proben kleiner werden; bet sind sie immer 
Katalase, desto 
schneller sinken unsere Konstanten: aber mit fortschreitender 
Dialvyse verdiinnt sich die Losung und der Gang der Konstanten 
wird immer kleiner, bis er nach 72 Stunden tiberall verschwindet. 
Vielleicht wirkt hier auber der Verminderung der Konzentration 
der Katalase auch die Entfernung irgend welcher Substanzen, 
Man 


ersieht auBberdem, dafi keine Regelmébigkeit in der Abhingigkeit 


die auf den Verlauf der Reaktion einen Einflu® ausiiben. 


der Reaktionsgeschwindigkeit von Enzymkonzentration existiert: 
hier steigt dieselbe schneller als die Katalysatormenge, oben 
haben wir das umgekehrte gesehen. Diese Frage bedarf noch 


eingehender Prifung. 


7. Einflu®B fremder Stoffe auf die Reaktion. 


Wie bekannt, tiben verschiedene Stoffe ziemlich starken 
KinfluB auf die Enzymreaktionen aus: allgemeinere Schliisse 
sich 


diesbeziiglichen Untersuchungen lassen 


Unsere Versuche in dieser Richtung sind noeh 


aus zahlreichen 
schwer ziehen. 
nicht zum Absechlub gebracht und ich teile nur einige derselben 
mit. Wir wihlten hauptséchlich nur solche Stoffe, welche in 
der Physiologie der Hefe oder bei Versuchen mit Enzymen eine 
vrOBere Rolle spielen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, XLII. 8 
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In erster Linie untersuchten wir die Kaliumphosphate, da 
diese in den Pflanzen in gréferer Menge vorkommen. 
Versuchstemperatur 25°: KH,PO, 1/136 bis °1386 molar: 

HO, Via7 molar. 














Ohne Zusatz O11 0,2 °/o KH,PO, 
Min. 
KMnO, | 04343 KP KMnO, | 04313 KP KMnO, | 0.4343 Kk 

0 27,2 — PH ir -- 27,2 ~— 

D 24.0 0) OLO87 23.9 0.01125 23.6 0.01233 
10) 20,9) 0.01144 20.6 0.01207 2().2 0.01292 
20 16.2 0.01125 16.0 0.01152 15,7 0.01193 
30 12.6 OOLL14 12.3 0.01160 12.1 0.01173 
40) 9,9 0.01142 Q 4 0.01154 91 | 001189 
60 5,7 0.01132 D4 | 001170 5,0 =| 0,01226 

0.3 Jo 0,4 Vo 0.5 %o 
Min. 
KMnO, | 0.4343 KJ] KMnO, | 0.4343 KJ] KMnO, | 0.4343 Kk 

0) i —- 27,2 ~ aie 

D 23,7 0.01196 24,2 0.01015 24,5 0.00908 
10 20D 0.01228 21,1 0.01103 21,3 0,01062 
2() 16.1 O,0OL139 16.4 | OLO99 16.7 0.01059 
30 12,4 0.01137 12.8 0.01091 13,0 0.01069 
4 Y 65 OOLBI 9.8 0.01103 99 0.01097 
60 5.3 O.OL1T84 D0 O.O1L18 5.8 0.01185 











Aus diesen Versuchen geht hervor, dafBi KH,PO, bis zu 
einer bestimmten Konzentration gtinstig auf den Verlauf der 
Reaktion wirkt, ungeachtet dessen, dal es saure Reaktion be- 
sitzt, was sonst bekanntlich die Zersetzung des Wasserstoff- 
superoxyds verhindert. Von einer gewissen Konzentration an 
wirkt aber KH,PO, hemmend. Die Konstanten bleiben immer 
erhalten — sie schwanken wie friher um einen Mittelwert —, 





das Salz wirkt also katalytisch. Dasselbe gilt von K,HPO,. 


Die Versuche mit NaH ,PO, haben gezeigt, dab, obgleich auch 
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fiir dieses Salz eine Optimalkonzentration existiert, dasselbe 
aber auch bei dieser Konzentration auf die Reaktion hemmend 
wirkt. Diese dab 
einer spezifischen Wirkung der Salze und zwar der K- und 
Na-Ionen zu tun haben: dasselbe geht aus Versuchen mit KCl 
und NaCl hervor. Die Phosphate selbst zersetzen H,O, kaum. 


Tatsachen lassen vermuten, wir hier mit 


[ch stehe von der Mitteilung der Zahlenbelege hier ab, da tiber 
diese und andere Versuche spiiter nach deren Absehlub zu- 
sammenfassend berichtet werden soll. Ich gebe hier nur eine 
Tabelle mit Versuchen uber die Wirkung der Schwefelsiiure auf 
die Wasserstoffsuperoxydzersetzung. 


Versuchstemperatur 25°; H,O, 4/150 molar, 
































Ohne Zusatz  JH,SO, '/2000 normalfH,SO, "/1000 normalfH,SO, 4750 normal 
Min. 
KMn0, | 0.4343 K]KMn0, 0.4343 K]KMn0,) 0.4343 K] KMnO,| 0.4343 K 
() 26.8 — 26.8 — 26.5 | — 26.8 
5 23,4 | 0.01178 23.5 0.01141 23.6 O.OLLO4 23.8 0.01031 
(0 } 20.7 | 001122 | 22.1 | 0,008387 | 22,6 | 0.00740 |) 23,0 | 0,00564 
20) 15.6 0.01175 21.4 0.00488 21.6 | 0.00468 219 0.00438 
30 12.1 0.01151 20,3 0.00402 20.6 0.00380 20.8 0.00367 
(() G 4 0.01138 20.1 0.00312 20.3 | OLOBO02 20.6 0.00286 
60 5.6 0.011335 19,7 0.00216 20,0 | 0.00212 201 0.00208 





Man sieht, dab bei reinem H,O, die Konstanten wie ge- 
wOhnlich erhalten bleiben, dagegen bei Gegenwart von H,SO, 
dies nicht mehr der Fall ist, sogar in Verdtinnung ?/2000 normal, 
Schwefelsiiure wirkt also etwas anders als die oben angefiihrten 
Salze (und die Alkalien): es ist noch unentschieden, ob H,SO, 
die Katalase allmithlich vernichtet, oder in irgend welcher Weise 
an der Reaktion teilnimmt, jedenfalls wird der Verlauf der 
Reaktion geiindert. 

Die bisher mitgeteilten Resultate konnen so zusammen- 
gefabt werden: 

1. In der Hefe existiert ein besonderes Enzym, Katalase, 
welches mit Wasser oder Glyzerin extrahiert und mit Alkohol 
kann. 


vefallt) werden Das Enzym wirkt zersetzend auf H,0O,. 


* 
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2. Die Reaktion der H,O,-Zersetzung ist eine katalytische: 
das Enzym bleibt nach der Reaktion unverandert zuriick. 

3. Dieselbe ist erster Ordnung, aber nur in erster An- 
naherung. 

4. Verschiedene Substanzen, z. B. Salze, Sauren, Basen, 
liben auf die Reaktion einen EinflujB aus und zwar einen ver- 
schiedenen, je nach ihrer Natur. Bei einigen bleibt der all- 
gemeine Charakter der Reaktion unverindert, sie wirken als 
Katalysatoren «zweiten Grades», bei anderen wird der Reaktions- 
verlauf wesentlich geiindert. 

Die Untersuchung wird fortgesetzt. 











Uber das Vorkommen einer Lavulinsaure bildenden Atomgruppe 
in Nucleinsauren. 


Von 


Prof. Katsuji Inouye. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat zu Kyoto,) 


(Der Redaktion zugegangen am 20. Mai 1904.) 


Dab ein nicht reduzierender Kohlehydratkomplex, der 
sich nur durch die Bildung von Liivulinsiiure bei Hydrolyse 
erkennen 1JaBt, im Molekiil der Nucleinsiituren vorhanden ist, 
wurde zuerst von Kossel und Neumann!) bet der Thymus- 
nucleinsiure und dann von Noll?) bei der Nucleinsaéure aus 
den Spermatozoen des Stérs festgestellt. Vor kurzem gelang 
es Araki*) in A. Kossels Laboratorium, diese Atomgruppe in 
der aus der Darmschleimhaut dargestellten Nucleinsiiure nach- 
zuweisen. Da nun das Vorkommen des Liivulinsiiure liefern- 
den Atomkomplexes in Nucleinsiiuren fiir die Frage nach der 
Konstitution der letzteren von grober Bedeutung ist, so habe 
ich mich entschlossen, die folgenden Versuche anzustellen. 

Was die Darstellung der Nucleinsiiuren anbetrifft, so ver- 
fuhr ich genau nach Angaben von Neumann. 


I. Versuche mit der Nucleinsaure aus der Rindermilz. 


P. A. Levene*) hat sich neuerdings mit der Darstellung 
und Analyse verschiedener Nucleinséiuren beschaftigt und dabei 
beobachtet, dai die aus der Milz nach seiner Methode ge- 
wonnene Nucleinsdure bei der Hydrolyse das Furfurol lieferte: 

') Kossel und Neumann, Berichte der deutsch. chem. Gesell- 
schaft, 1894, S. 2215. 

2) Noll, Diese Zeitschrift, Bd. XXV, 5S. 430. 

*) Araki, Diese Zeitschrift, Bd. XXXVIII, 5S. 98. 

4) Pp. A. Levene, Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI, 5. 402. 
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aber er hat keine Spur von Liivulinsiiure unter den Produkten 
der hydrolytischen Spaltung derselben Nucleinséure nachweisen 
konnen., 

Die von mir hergestellte Nucleinsiiure bildete ein weibes 
Pulver und gab keine Biuretreaktion. Beim Erhitzen dieser Nuclein- 
siure mit 5°/oiger Schwefelsiiure auf dem Wasserbade entstand 
keine reduzierende Substanz. 

4 ¢ Nucleinsiure wurden mit 40 cem 20 volumprozentiger 
Schwefelsiure versetzl und 2 Stunden im Paraffinbade auf 
150° C. erhitzt. Die Spaltungsprodukte wurden mit Ather aus- 
geschiittelt. Der Atherauszug wurde abdestilliert, der Riickstand 
in wenig Wasser gelOst und ein kleiner Teil der wisserigen 
Losung zur Anstellung der folgenden Proben verwendet: 

1. Gelblicher Niederschlag auf Zusatz von Jodjodkalium- 
losung und Natronlauge; 2. rote Farbung mit Nitroprussidnatrium 
und Natronlauge und der Ubergang dieser roten Fiirbung in 
violett auf Zusatz von Essigsiure; 3. Bildung eines Pheny]- 
hydrazons beim Behandeln mit essigsaurem Phenylhydrazin. 

Der Hauptteil der wiisserigen Losung wurde nach der 
Neutralisation mit Ammoniak mit einer konzentrierten LOsung 
von salpetersaurem Silber ausgefilllt. Der kristallinische Nieder- 
schlag wurde einmal aus heibem Wasser umkristallisiert und 
der Analyse unterworfen. 

1. Analyse: 0.2257 g Substanz gaben 0,1096 g Ag = 48.56°)o Ag. 


2. Analyse: 0.2044 ¢ Substanz. im Luft- und Sauerstoffstrom mit 


CuO verbrannt, ergaben 0.2012 g CO, == 26,849 C, 0.0615 ¢ H,O 
3.3490 H und 0,0991 g¢ Ag = 4848/0 Ag. 
Berechnet Gefunden 
fiir AgC,H,O, 1. Analyse 2. Analyse 
CG 26,90°/o — 26.84 9/5 
H 3.15 °%/o as 3.34% 
Ag 4843°o 18.560 48,48 9/5 


Aus den obigen Versuchen geht hervor, daf die Milz- 
nucleinsiiure beim Erhitzen mit miifbig verdiinnter Schwefel- 
siure sich unter der Bildung von Liivulinsiiure  zersetzt. 
Worauf die widersprechende Beobachtung von Levene beruht, 
lift sich nicht erkliiren. 
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Il. Versuche mit der Nucleins&aure aus dem Stierhoden. 


Nach Angaben von Levene?) soll die Nucleinsiiure aus 
dem Stierhoden keinen Liivulinsiiure bildenden Atomkomplex 
enthalten. Wie aus der nachstehenden Untersuchung ersichtlich 
ist, habe ich diese Angaben nicht bestitigen konnen. 

Das von mir dargestellte Priparat bildete eine weibe 
pulverige Masse, welche nicht in Wasser, wohl aber in Natrium- 
acetat enthaltendem Wasser léOslich war. Es gab keine Biuret- 
reaktion und zeigte alle Reaktionen der Nucleinsiiure. 

i 


20 volumprozentiger Schwefelsiiure im Paraffinbade auf 150°C. 


9 Nucleinsiure wurden 2 Stunden lang mit 35 cem 
erhitzt und dann in gleicher Weise behandelt, wie bei Ver- 
suchen mit Milznucleinsiiure. Von den Atherausziigen wurde der 
Ather abdestilliert und der Riickstand in wenig Wasser auf- 
genommen. Die wiisserige LOsung, welche alle Reaktionen der 
Liivulinsiiure gab, wurde mit Ammoniak neutralisiert und mit 
Silbernitrat ausgefallt. Das Silbersalz zeigte nach einmaliger 
Umkristallisation aus heifem Wasser die charakteristische 
Kristallform des liivulinsauren Silbers und ergab bei der Ele- 
mentaranalyse folgende Zahlen: 


0.1947 g Substanz, im Luft- und Sauerstoffstrom mit Kupferoxyd 


verbrannt, heferten O,1918 g CO, = 26,86°/o C, 0.0578 g H,O 3,29°/o H 
und 0,0946 g Ag = 48,59" Ag. 
Berechnet fir AgC,H,0, Gefunden 
CG 26,90 °/o 26.56 9/0 
H 3,13°o 3,29 %/o 
Ag 48,4320 48,59 °/o 


Ks kann nunmehr kein Zweifel sein, dab in der Nuclein- 
siure aus dem Stierhoden eine Atomgruppe vorhanden ist, 
welche bei Hydrolyse die Livulinsaure liefert. 


Ill. Versuche mit der Nucleinséiure aus den Spermatozoen des Hamo 
(Muraenoesox cinereus Forsk). 

Die Nucleinsiiture aus den Spermatozoen des Muraenoesox 
cinereus bildete eine weibe, amorphe, in Wasser fast unlosliche 
Masse. Sie war in Natriumacetat enthaltendem Wasser leichter 
loshich. Eine 5°/oige Losung vom Natriumsalz dieser Nuclein- 


') Levene, Diese Zeitschrift. Bd. XXXIX, S. 479. 
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siure erstarrte beim Erkalten zu einer Gallerte, welche durch 
Erepsin vertfliissigt wird. Eine mit Hilfe von Natriumacetat 
hergestellte Losung der freien Nucleinsiiure gab keine Biuret- 
reaktion und wurde nach dem Zusatz von Essigsiiure durch 
eine Lésung von Albumosen’ gefiillt. 

Der Gehalt des von mir dargestellten Priiparats an Phos- 
phor betrug 9,01" 0. 


0.3382 y¢ Substanz, mit Salpeter und Soda verbrannt, gaben 
0.1092 g Mg,P,0, = 9,01 °%/o. 


10 g Nucleinsiure wurden der Hydrolyse auf die gleiche 
Weise unterworfen, wie bei den oben erwiihnten Versuchen. 
Nach dem Abdestillieren des Athers von Atherausziigen blieb 
ein braunlicher Sirup zuriick, dessen wiisserige Losung_ alle 
Reaktionen der Liivulinsiiure gab. 

Neutralisierte man nun den Hauptteil der wiésserigen Losung 
des Sirups mit Ammoniak und versetzte mit einer Silbernitrat- 
lOsung, so entstand ein kristallinischer Niederschlag. Dieser 
Niederschlag, der mikroskopische sechsseitige Tafeln bildete, 
wurde einmal aus heiBem Wasser umkristallisiert und = zur 
Analyse verwendet. Die Analysen lieferten folgende Resultate: 

Ll. Analvse: 0.1769 ¢ Substanz gaben nach dem Glithen O,0855 ¢ Ag 

48.332 0 Ag. 


2. Analyse: 0.2120 g Substanz, im Luft- und Sauerstoffstrom mi 
CuO verbrannt, gaben O2106 g CO, == 27,099. C, 0.06285 g H,O 
= 3.299%) H und 0.1025 ¢ Ag 48 3440 Ag. 
Berechnet Gefunden 
fir AgC.H,O, I. Analyse 2. Analyse 
CC 2690 % +o — 27,09 yo 
H = 3,13%o ~— 3,29 °/0 
Ag 48,43 °%o 4833 °%/o 4834/0 


Die Reaktionen, die die wiisserige LOsung gab und dic 
analytischen Daten des Silbersalzes zeigen unzweideutig, dah 
die von uns untersuchte Séure mit Lévulinsiiure identisch ist. 
Somit ist festgestellt, daBb im Molekiil der Nucleinsiiture aus 
Spermatozoen des Muraenoesox cinereus ein Atomkomplex 
vorhanden ist, der bei Hydrolyse zur Bildung von Livulinsaure 
Veranlassung gibt. 











Brenztraubensaure unter den Spaltungsprodukten 
der Proteinstoffe. 


Von 
K. A. H. Morner. 


Aus dem chem, Laboratorium des Karolinischen med.-chir. Instituts Stockholm.) 
Der Redaktion zugegangen am 21. Mai 1904 


In dieser Zeitschrift hat F. Suter?!) die Frage behandelt, 
ob Brenztraubensaiure ein Spaltungsprodukt von Hornsubstanz 
sei, und sie verneinend beantwortet. Frische Tyrosinmutterlauge 
wurde mit Schwefelsiure stark angesduert und mit einer 
Mischung von Ather und Alkohol extrahiert. Der Riickstand 
der dtherischen Losung wurde mit Wasser aufgenommen und 
mit Quecksilberchlorid gefallt: das Filtrat wurde mit Schwefel- 
wasserstolf behandelt: eine Bildung von Thiomilchsiiure konnte 
weder durch Priifung mit Quecksilberchlorid, noch durch die 
Kupfersulfatreaktion nachgewiesen werden, woraus geschlossen 
wird, dafi keine Brenztraubensiiture aus der Hornsubstanz ge- 
bildet wiirde. Es wird nicht angegeben, warum nicht, statt 
dieses komplizierten Verfahrens, die empfindliche Reaktion auf 
brenztraubensiiure mit salzsaurem Phenylhydrazin in Verwendung 
kam. Dab die Bedeutung eines mit dieser Reaktion erlangten 
positiven Resultats nicht durch den negativen Befund von 
Suter entkriftet wird, liegt auf der Hand. 

In einer Abhandlung,?) worin ich zuerst die Bildung des 
Cystins aus Hornsubstanz mitteilte, wurde angegeben, dafi nach 
dem Zersetzen der Hornsubdstanz mit Salzsiiure eme = schwer- 
flichtige, jodoformgebende Substanz in das Destillat iiberging, 
als die Zersetzungsfliissigkeit bei niedrigem Drucke abdestilliert 
wurde: der Schwerfliichtigkeit wegen konnte diese Substanz 





') F. Suter, Diese Zeitschrift, Bd. XX, 1895, S. 581. 
2) K. A. H. MOrner, Diese Zeitschrift, Bd. XXVIII, 1899, S. 600. 
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nicht Aceton sein. Im Anschluf an diese Beobachtung habe 
ich die Moglichkeit einer Bildung von Brenztraubensiure ge- 
prift, und dabei gesehen, dah eine Bildung dieser Saure vor- 
kommen kann, wenn ihr auch eine nur untergeordnete Be- 
deutung zugeschrieben werden darf. 

Zur Zersetzung wurden die Proteinsubstanzen, wie ich es 
friiher fiir die Cystindarstellung beschrieben habe, mit 2—4 
Teilen Salzsiiure!) (von 25°/c) und Wasser (die Konzentration 
der Siure war etwa 15°/o oder weniger) in einem verschlossenen 
Kolben, welcher auf einem kochenden Wasserbade stand, mehrere 
Tage erhitzt: die Temperatur des Kolbeninhaltes war etwa 
QO: nach einer Woche war die Biuretreaktion im allgemeinen 
ginzlich oder beinahe giinzlich verschwunden. 

Riicksichtlich der Priifung auf Brenztraubensiure habe ich 
mich tiberzeugt, dah diese Siture bei dem Erhitzen nicht zerstort 
wurde, und da® sie leicht durch das Ather aufgenommen wird. 

Die Zersetzungesfliissigkeit wurde ausgeiithert, die Ather- 
losung mit ein wenig Wasser gewaschen (welches jedoch  bis- 
weilen eine nennenswerte Menge der gesuchten Substanz auf- 
nahm). Der nach dem Abdestillieren des Athers verbleibende 
Riickstand wurde mit der Jodoformprobe und der Phenylhydra- 
zinreaktion untersucht. 

Mit Jodjodkaliuml6sung, unter Zusatz der notigen Menge 
Natronlauge, gibt eine wéasserige Losung der Brenstrauben- 
siiure (ebenso wie Liivulinsiiture) sehon in der Kalte eine 
reichliche Ausseheidung von Jodoform. Dies ist selbstver- 
stiindlich fiir die Brenztraubensiiure nur insofern kennzeichnend, 
als ein negativer Ausschlag die Gegenwart der Siiure aus- 
schlieit: die Reaktion ist nimlich sehr empfindlich. 

Die mit Salzsiiture schwach angesiiuerte wisserige LOsung 
der Brenstraubensiiure gibt) bekanntlich, auch bei = ziemlich 
erober Verdiinnung, bei Zusatz von salzsaurem Phenylhydrazin 
ein in’ Nadeln kristallisierendes Hydrazon. Nach Aufl6sung in 
kochendem Wasser kann das Hydrazon sich beim Umkristalli- 

') Zersetzung der Substanz durch Kochen mit verdiinnter Schwefel- 
siiure hat mir bei Darstellung des Cystins sehr wenig befriedigende 


cegeben 


Resultate 
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sieren in der Form von mehreren Zentimeter langen, haar- 
feinen Nadeln ausscheiden, welche eine gelbe Farbe haben. 
Beim Umkristallisieren aus Sodalésung wurde die Siiure in 
kleinen, beinahe farblosen Kristallen erhalten. 

Der Schmelzpunkt des Brenztraubensiiurephenylhydrazons 
wird verschieden angegeben. Nach E. Fischer!) sehmilzt es 
unter Zersetzung bei 192°. Nach Behrend und Tryller?) 
schmilzt es je nach der Art des Erhitzens bei 178—-183°. In 
meinen eigenen Versuchen erhielt ich den Wert 180—182°. 

In konzentrierter Schwefelsiiure 16st) sich das Hydrazon 
mit gelber Farbe, welche bald in Rot umschligt. Beim Zusatz 
eines Oxydationsmittels, wie Kaliumdichromat, zur LOsung in 
konzentrierter Schwefelsiure entsteht, wie Biilow 3) angegeben 
hat, eine schone purpurne und spiiter blauviolette Farbe. 

Das Hydrazon ist nach E. Fischer sehr bestiindig. Ver- 
schiedene Versuche, welche ich ausftihrte, um die Brenztrauben- 
siure daraus abzuspalten, fielen alle negativ aus. 

Die Ausscheidung des brenztraubensiurephenylhydrazons 
findet nicht in so verdiinnter Losung statt, wie die Bildung 
von Jodoform. Die Hydrazonreaktion ist aber fiir die Fest- 
stellung der Identitaét der Siiure von grOBerer Bedeutung. 

Zur Untersuchung der Substanz des Rinderhorns 
wurden 500 g reine. besonders verfertigte, mit Ather behandelte 
Hornspiine 6 Tage mit Salzsiiure erhitzt. Ein Zehntel der Losung 
wurde mit Ather extrahiert: die Untersuchung durch die Jodo- 
formprobe und mit Phenylhydrazin gab positives Resultat, aber 
ziemlich sehwach. Der iibrige Teil wurde noch 3 Tage er- 
hitzt. Der groéfere Teil der Fliissigkeit (380 ¢ Hornsubstanz 
entsprechend) wurde mit Ather ausgeschiittelt. Der Riickstand 
der Atherlisung gab Hydrazonkristalle, deren Gesamtmenge 
nach dem Umkristallisieren 0,87 ¢ betrug. Das Umkristallisieren 
seschah aus kochendem Wasser, wobei zugleich mit Tierkohle 





') E. Fischer, Ber. d. d. chem. Gesellsch., Bd. 16, 1883, S. 2241 
ind Bd. 17, 1884, S. 578. 


®) Behrend und Tryller, Annalen der Chemie, Bd. 283, 1894, 
\ 99 


‘. 


*) Biilow. Annalen der Chemie, Bd. 236. S. 195. 
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entfarbt wurde. Ein kleiner, schwerer léslicher Teil (Priparat A 
wurde dabei von dem groferen, mehr loslichen Teil abgetrennt. 

Priiparat A. Der schwerldsliche Teil hatte den Schmelz- 
punkt 176°. Er wurde noch einmal umkristallisiert. Der Schmelz- 
punkt war dann, wie ftir das Hydrazon der Brenztraubensiure. 
181—182°. Das Praparat bildete schone prismatische Kristalle. 

Zwei Verbrennungen im Vacuum!) mit Kupferoxyd wurden 
ausgefiihrt. 

0.0656 g der Substanz gaben 74.99 ecm CO, und 8,42 ccm Stick- 
stoff (bei O08 und 760 mm), was 40.45 mg oder 61,70°/o G und 10.58 me 
oder 16,14°'0 N entspricht. 

O47 4 


stoff, was 28.94 me oder 61.04% 0 CG und 7,389 mg oder 15,59°%/o N ent- 


gy der Substanz gaben 53,64 ccm CO, und 5,88 cem Stick- 


ba) 


spricht. 

Der mehr losliche Teil des Priiparates enthielt augen- 
scheinlich mehr als ein Hydrazon. Die nahere Untersuchung 
zeigte niamlich, dal er ein schwerldsliches Hydrazon enthielt. 
welches mit) dem Hydrazon der Brenztraubensiiure tberein- 
stimmite, und einen anderen Teil, der weniger schwer loslich 
war und emen medrigeren Schmelzpunkt hatte. Nach = ein- 
maligem Umkristaliisteren sahen die Kristalie wie Rhomboeder 
aus. welche zu kolbenfOrmigen und rankeniihnlichen Gebilden 
vereinigt waren. Der Schmelzpunkt war dann 103° Durch 
mehrmaliges Umkristallisieren (unter Zusatz von Tierkohle 
wurden daraus zwei schwerer lésliche Praparate, B und (C, 
erhalten, welche einen héheren Schmelzpunkt hatten. (Den 
leichtiOslicheren Teil in solcher Form zu erhalten, dai er naher 
untersucht werden konnte, gelang nicht.) 

Das Préparat B schied sich aus verdtnnter Wasser- 
lOsung in der Form von haarfeinen Kristallen aus, welche 
mehrere Zentimeter lang waren, und denen ganz ahnlich waren, 
welche mit Brenztraubensiiure dargestellt werden konnten. Die 
Kristalle lésten sich kaum in Ather und noch weniger in Schwefel- 
kohlenstoff. In Chloroform loste sich etwas mehr; doch waren 
sie auch darin sehwerléslich. In Weingeist lésten sie sich in 
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der Kiilte nicht besonders leicht: bei gelindem Erwiirmen da- 
gegen sehr leicht. In kaltem Wasser losten sie sich nicht; 
kochendes Wasser nahm sie auf, obgleich nur in geringer Menge. 
In Sodalbsung wurden sie leicht gelOst. In konzentrierter 
Schwefelsiiure l6sten sie sich mit gelber Farbe auf, die in eine 
rote Farbe tberging. Die LOsung in konzentrierter Schwefelsiiure 
nahm mit Kaliumdichromat eine schOne Purpurfarbe und dann 
eine blauviolette Farbe an. Der Schmelzpunkt war 178—180°. 

0.0668 ¢ der Substanz gaben be: der Verbrennung im Vacuum 
76.36 eem CO, und 6,55 cem Stickstoff (ber 0% und 760 mm), was 41,19 mg 
oder 61.65°/0 C und 10,75 mg oder 16,09°%/o N entspricht. 


Berechnet Gefunden 
fir C,H,,N,O, Priiparat A (Mittel) Priiparat B 
(60,62 2/0 61,57 °'0 61.69" o 
H 5,67°/o 
N 153,75° 0 15.860 16,09), 


Da diese Priiparate hinsichtlich des Schmelzpunktes und 
der tibrigen Kigenschaften mit dem Hydrazon der Brenztrauben- 
<iiure iibereinstimmten, und die Analysen ziemlich gute Uberein- 
stimmung mit dessen Zusammensetzung aufwiesen, kann man 
wohl nicht daran zweifeln, dai dieses Hydrazon vorlag und 
zwar so rein, wie man nach den erhaltenen Substanzmengen 
erwarten kann. 

Das Priiparat C sehmolz bet 174—-175° Es schien 
weniger rein zu sein. Um eine hinreichende Menge Substanz 
zu erhalten, wurde es mit dem = damit iibereinstimmenden 
Priparat D vereinigt. 

Die salzsiiurehaltige LOsung der Hornsubstanz, aus welcher 
die oben erwiihnten Priiparate dargestellt worden waren, wurde 
noch einmal 5 Tage auf dem Wasserbade erhitzt usw. Auch 
jetzt wurde ein Hydrazon erhalten, von dem ich als sicher 
annehmen kann, daB es von einer Substanz gebildet wurde, 
die bei diesem Erhitzen gebildet worden war, da ich nach 
meiner Erfahrung iiber den Ubergang der Brenztraubensiiure 
in Ather sagen kann, dafi die vor dem Erhitzen vorhandene 
Siure entfernt worden war. Die Menge des Hydrazons war 
aber gering, nimlich nur 0,21 g. Da es mit dem oben er- 


wahnten Praparat C iibereinstimmte, wurde es mit diesem 
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vereinigt und durch Umkristallisieren aus Sodalésung gereinigt. 
Ks wurden lange feine Nadeln erhalten, welche beinahe weil 
waren. Mit konzentrierter Schwefelsiure und Dichromat gaben 
sie die purpurne bis blauvjolette Farbe. Der Schmelzpunkt 
war 172—173°, also etwas niedriger als fiir Brenztraubensiiure- 
phenylhydrazon. Die Menge war allzu gering, um weitere 
Reinigung zu ermoglichen. Die Verbrennung im Sauerstoffstrom 
cab fiir.den Kohlenstoff und den Wasserstoff Zahlen, welche mit 
denen fiir Brenztraubensiurephenylhydrazon tibereinstimmten: 

0.2300 ¢ gaben O.5174 g CO, und O1171 g H,O, was 61,55°%o C 
und 9,71°,0 He entspricht. 

Berechnet fiir Brenztraubensiiurephenylhydrazon 
60,6220 CG und 5,67% 0 H. 

Die salzsiiurehaltige Losung der Hornsubstanz wurde noch 
einmal 4 Tage auf dem Wasserbade erhitzt. Auch diesmal 
wurden Hydrazonkristalle erhalten, deren Menge nach Reinigung 
mit Tierkohle und zweimaligem Umbkristallisieren aus Soda- 
losung O62 ¢@ betrug. Die Kristalle sahen anders aus, als die 
Kristalle des isolierten Brenztraubensaiurephenylhydrazons. Sie 
bildeten ziemlich kurze, oft verzweigte und gekrimmte pris- 
matische Bildungen, deren Flachen quergestreift waren, als ob 
sie aus Tafeln oder dergleichen Kristallen zusammengesetzt 
witren. | Vergleiche die mehr leichtl6slichen Kristalle, aus welchen 
die Priiparate B und C dargestellt wurden.) Obgleich ich sie 
nicht als einheitlich betrachtete, versuchte ich es nicht, durch 
weiteres Umkristallisieren eine Trennung zu bewirken. Auf 
Girund meiner oben beschriebenen Untersuchungen konnte ich 
schlieBen, dai sie das Hydrazon der Brenztraubensaéure und 
daneben ein (2? zwei) anderes, leichter lésliches Hydrazon von 
niedrigerem Schmelzpunkt enthielten. In den friiheren Ver- 
suchen war es mir nicht gelungen, des leichter lOslichen Teiles 
habhaft zu werden. Ich wollte jetzt sehen, ob die Untersuchung 
des vorliegenden Priiparates  dariiber etwas aussagen konnte. 

Der Schmelzpunkt, 166—167°, war entschieden niedriger 
als der des Brenztraubensiiurephenylhydrazons. Die Zusammen- 
setzung wieh aber nicht besonders von der ab, welche diesem 


Hydrazon zukommt: 
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Bei dem Verbrennen im Sauerstoffstrome gaben 0.2487 g Substanz 
0.5548 ¢ CO, und 01536 g H,O, was 60,84°/0 CG und 6,02°/o H entspricht. 
Bei der Verbrennung im Vacuum gaben 0.0731 ¢ Substanz 82,94 ccm 
CO, und 9,00 ccm Stickstoff, was 61,20°%o C und 15,84°%/o N entspricht. 
Berechnet fiir Brenstraubensiurephenylhydrazon 
60,620 C, 15,75" 0 N und 5,67 °/o H. 

Die Untersuchung deutet also darauf hin, dab die Substanz, 
welche neben dem Hydrazon der Brenztraubensiiure im Pra- 
parate vorkam, beinahe dieselbe Zusammensetzung wie dieses 
hatte, aber leichter léslich war und einen niedrigeren Schmelz- 
punkt hatte. 

Zur Untersuchung der Substanz der Menschenhaare 
wurden 200 g dureh Ather entfettete Haare mit 4 Teilen Salz- 
siiure (25°/o) und 2 Teilen Wasser auf dem Wasserbade zuerst 
+ Tage erhitzt. Entwickelung von Schwefelwasserstoff fand 
nicht statt. Nach dem Ausschiitteln mit Ather gab der Riick- 
stand der Atherlésung die oben beschriebene Jodoformreaktion 
ziemlich stark. Mit Phenylhydrazin in salzsiurehaltiger Losung 
wurden Kristalle in geringer Menge erhalten. Nach dem Reinigen 
und Umkristallisieren waren die Kristalle mit den aus der Horn- 
substanz zuletzt erhaltenen und beschriebenen tibereinstimmend. 
Sie sechmolzen bei 156° Mit Schwefelsiiure und Dichromat 
vaben sie eine schOne purpurne und dann eine blauviolette 
larbe. Die Menge der Kristalle war zu gering, um eine weitere 
Reinigung und Untersuchung zuzulassen. 

Die salzsiiturehaltige Losung der Haare wurde auf dem 
Wasserbade weitere 4 Tage erhitzt. Aus der LOsung nahm 
Ather eine Substanz auf, welche die Jodoformprobe gab und 
mit salzsaurem Phenylhydrazin Kristalle ausschied. Die noch 
nicht gereinigten Kristalle hatten dasselbe Aussehen wie die eben 
erwihnten. Sie schmolzen bei 164—166°. Nach Reinigung und 
Umkristallisierung aus Sodalésung bildeten sich Nadeln, welche 
in ihrem Aussehen mit den aus Sodalésung erhaltenen Kristallen 
des Brenztraubensaurephenylhydrazons tibereinstimmten. Die 
Menge der Kristalle war gering, nicht ganz ein Dezigramm. 
Mit konzentrierter Schwefelsiiure und Dichromat gaben sie eine 


purpurne und nachher eine blauviolette Farbe. Der Schmelz- 
punkt war 178—179°. 
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Bei der Verbrennung im Vacuum gaben 0.0665 g Substanz 75,30 cem 
CO, und 8,23 cem Stickstoff (ber 0° und 760 mm), was 61,08°.o C und 
15.56". N entspricht. 

serechnet fiir das Hydrazon der Brenztraubensiiure 
60.6290 Crund 15,75" N. 

Auch unter den Zersetzungsprodukten dieser Substanz 
wurde also die Brenztraubensaéure nachgewiesen:; die Menge 
derselben, welche aus den Menschenhaaren gebildet wird, scheint 
aber nur gering zu sein. 

Von kiiuflichem, eingetrocknetemBlutserum wurden 
300 ¢ (etwa 200 ¢ Eiweib enthallend) mit 3 Teilen Salzsiiure 
(25°/o) und anderthalb Teilen Wasser auf dem Wasserbade 
erhitzt. Bei der Priifung des Riickstandes der Atherlésung fiel 
zwar die Jodoformprobe ziemlich stark positiv aus. Es gelang 
aber nicht, ein kristallisiertes Hydrazon zu gewinnen. 

Die salzsiiurehaltige Eiweiblosung wurde noch 4 Tage auf 
dem Wasserbade erhitzt. Ather nahm aus der Lésung eine 
Substanz auf, welche die Jodoformprobe gab und in saurer 
Wasserlésung mit salzsaurem Phenylhydrazin ein kristallisiertes 
Hydrazon abschied. Nach dem Reinigen und Umkristallisieren 
schmolzen die Kristalle bei 150°. Nachdem sie noch einmal 
umkristallisier’ worden waren, schmolzen sie bei 151°. Zu 
einer weiteren Untersuchung war die Menge nicht hinreichend. 
Die Kristalle schienen mit den folgenden, aus Casein darge- 
stellten tibereinzustimmen. 

Ferner wurde ein Caseinpraparat untersucht, namlich 
das von der schwedischen Aktiengesellschaft «Separator» in 
den Markt gebrachte sog. Proton. 500 g desselben wurden 
mit 3 Teilen Salzsiiure (25°/o) und 2 Teilen Wasser 5 Tage 
auf dem Wasserbade erhitzt. Mit Ather konnte eine jodoform- 
bildende Substanz ausgezogen werden, welche mit salzsaurem 
Phenylhydrazin Kristalle gab. Die Menge war aber zu klein, 
um eine niihere Untersuchung zu ermoglichen. 

Die salzsiiurehaltige Loésung des Caseinpraéparates wurde 
noch weitere 4 Tage auf dem Wasserbade erhitzt. Jetzt wurde 
eine etwas grébere Menge der Substanz gebildet. Von dem 
gereinigten und umkristallisierten Hydrazon wurden 0,13 g er- 
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halten. Das Aussehen der Kristalle wich von dem des Brenz- 
traubensaurephenylhydrazonsab. Sie bestanden aus zylindrischen 
und ahnlichen Bildungen, welche so aussahen, als ob sie aus 
plattenformigen oder dergleichen Kristallen zusammengesetzt 
wiiren, wie ich oben beschrieben habe. Das Aussehen blieb 
dasselbe, wenn sie noch einmal umkristallisiert wurden. Der 
Schmelzpunkt war 151°, also betriichtlich niedriger, als fiir 
das reine Brenztraubensaurephenylhydrazon. Weiteres Um- 
kristallisieren war nicht moglich. Gegen konzentrierte Schwefel- 
siure und Dichromat verhielten sie sich wie dieses. 

Bei der Verbrennung im Vacuum gaben 0,0630 g Substanz 72,24 ecm 
CO, und 7,69 ccm Stickstoff (bei O° und 760 mm), was 61,75°,o C und 
15,35°)o N entspricht. 

Wie oben mitgeteilt wurde, konnte ich aus einigen ahn- 
lichen Praparaten durch mehrmaliges Umkristallisieren (was 
hier nicht in Anwendung kommen konnte) Brenztraubensaure- 
phenylhydrazon isolieren. Man ist also berechtigt, anzunehmen, 
dafh auch in diesem Praparat das Hydrazon der bBrenztrauben- 
siure enthalten war, dab aber das Praparat auch ein anderes 
Hydrazon enthielt, welches einen niedrigeren Schmelzpunkt hatte 
und leichter léslich war. Es ist denkbar, dali dies ein Hydrazon 
der mit Brenztraubensiure homologen Propionylameisensiiure 
war, dessen Schmelzpunkt nach den Angaben in Beilsteins 
Handbuch bei 144—145° oder bei 152° liegt und welches 
leichter léslich als wie das Brenztraubensaurephenylihydrazon 
zu sein scheint. Der Gedanke an die Gegenwart von Liivulin- 
siurephenylhydrazon darf vielleicht nicht ausgeschlossen werden, 
besonders in diesem Falle, wo es wohl moglich war, dafi das 
«Proton» etwas Milchzucker enthielt; dieses Hydrazon schmilzt 
bei 108° und ist viel leichter loslich (weniger kristallisierbar) 
als wie das Brenztraubensaurephenylhydrazon. 


In d Fir Brenz- Fiir Propionyl- Fir 
a on traubensdure- ameisensiure- Lavulinsiure- 
Iwi 
Praparat y*henylhydrazon yhenylhydrazon yhenylhydrazon 
I yiny yiny yiny 
gefunden berechnet berechnet berechnet 
¢ 61,75 °/o 60,62 °/o 62.44% 64,00 °/o 
H — 3,67 % 0 6.30°'o 6.86 °/0 
N 15,35 °/o 15,75 °/o 14,61 °/o 13,62 °/o 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLII. 9 
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Die Zusammensetzung des Priiparates liegt zwischen der 
des Brenztraubensiiurephenylhydrazons und der des Propionyl- 
ameisensiiurephenyvlhydrazons. Sie ist also mit der Annahme 
vereinbar, dafi ein Gemisch von diesen beiden Hydrazonen 
vorlag. Auf die Gegenwart von Liivulinsiiure kann man nicht 
aus den Analysen schlieBen; der Schmelzpunkt und die relative 
Schwerldslichkeit des Priiparates scheinen mir auch gegen 
diese Annahme zu sprechen. 

Als Ergebnis dieser Untersuchungen geht hervor, dab 
Brenztraubensiiure unter den Zersetzungsprodukten verschiedener 
Proteinstoffe auftreten kann. In einigen Fallen konnte das 
Hydrazon derselben in solcher Reinheit isoliert werden, dal 
die Identitaét desselben nicht zu bezweifeln war. In anderen 
Killen konnte man zwar auf die Gegenwart der Brenztrauben- 
siiture schlieben: die Priiparate enthielten aber aufer deren 
Hydrazon auch noch ein anderes Hydrazon, das ich mit einiger 
Wahrscheinlichkeit als Hydrazon der mit der Brenztrauben- 
siure homologen Propionylameisensaure bezeichnen kann. 

Die Brenztraubensiiure scheint kein primares Spaltungs- 
produkt zu sein. Bei dem Erhitzen mit Siure trat sie erst 
spit auf und bei mehrmals erneutem Erhitzen wurden in dem 
Versuche mit Hornsubstanz immer neue Mengen Brenztrauben- 
siiure gebildet, was fiir die Annahme einer sekundiaren Bildung 
der Siiture aus anderen Substanzen zu sprechen scheint. 

Uber die niihere Muttersubstanz der Brenztraubensiiure 
will ich nur so viel sagen, dai ich eine Beziehung der Siure 
zu dem Cystin nicht deutlich gesehen habe. Die cystinreiche 
Substanz der Menschenhaare gab mir weniger Brenztrauben- 
siure als wie die cystiniirmere Substanz des Rinderhorns. 
Ferner spricht das positive Ergebnis bei der Untersuchung des 
sehr cystinarmen Caseins gegen die Annahme einer solchen 
Beziehung. Versuche, die ich in verschiedener Weise mit 
Cystin (aus Hornsubstanz und aus Menschenhaaren) ausgefiihrt 
habe, um daraus Brenstraubensiiure darzustellen, haben mir 
hauptsachlich ein negatives Resultat gegeben. In einer Unter- 
suchungsreihe, welche ich bald zu verOffentlichen hoffe, worin die 
Darstellung von a-Thiomilchséure aus Cystin (aus Haaren und 
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Hornstoff) gelang, priifte ich auch auf Brenztraubensiiure: nur 
einmal erhielt ich eine geringe Menge Hydrazonkristalle, die 
bei 177—178° schmolzen. Dieses einzige positive Resultat 
scheint mir nicht die Annahme zu berechtigen, da’ das Cystin 
der untersuchten Proteinsubstanzen die Muttersubstanz der 
Brenztraubenséure wire. Da das Angefiihrte gegen diese An- 
nahme spricht, kann man kaum behaupten, dali das Cystin 
die einzige Muttersubstanz der Brenztraubensiiure sel. 


9* 








Uber die Hefeoxydase. 
Von 
W. Issajew. 
Mit einer Abbildung. 


(Mitteilung aus dem Laboratorium fiir Technologie der Kohlehydrate des Polytechnischen 
Instituts zu Warschau.) 


(Der Redaktion zugegangen am 27. Mai 1904.) 


Mit der Frage nach der Existenz einer Oxydase in der 
Hefe hat man sich bisher nicht viel beschiaftigt, vielleicht 
deshalb, weil die Hefe ja gewoéhnlich bei Luftabwesenheit in 
einer Kohlensiiureatmosphire funktioniert, sodafi irgend einem 
Luftsauerstoffiibertriiger, d. h. einem Oxydationsenzym, kaum 
Gelegenheit geboten wird, seine spezifische Wirkung zu ent- 
falten. Es ist aber bekannt, dafi der Luftsauerstolf fur die 
Lebenstiitigkeit der Hefe unentbehrlich ist und zwar wihrend 
der ersten Periode ihres Wachstums und ihrer Vermehrung. 
Ks ist moglich, daB bei dieser Sauerstoffverwertung, dann aber 
auch wiihrend anderer Lebensperioden der Hefe, eine Oxydase 
mitwirkt. Auf Grund iilterer und der hier mitzuteilenden Ver- 
suche muB man zur Uberzeugung kommen, da’ in der Hefe 
ein Oxydationsenzym, die Hefeoxydase, existiert. 

Die ersten bestimmten Angaben iiber die Existenz einer 
Oxydase in der Hefe findet man bei Tolomei;!) er kultivierte 
in Weinmost den Sacch. ellips. und setzte dann den Pilz der 
Luft aus; ein Chloroformwasserauszug davon gab die qualita- 
tativen Laccasereaktionen (welche, wird |. c. nicht angegeben). 
Ahnliche Resultate haben Versuche mit der Bierhefe ergeben: 
dieselbe wurde in Dextroselédsung mit Zusatz von Alkohol 
kultiviert und dann von den Hefezellen durch Porzellan abfiltriert. 
Das Filtrat absorbierte Sauerstoff und entwickelte Kohlensaure ; 


') Real. Ac. Linc. 1896, zitiert nach Green-Windisch-Enzyme, 5. 309. 
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durch Erhitzen verlor es diese Eigenschaften. Mittels Alkohols 
konnte man aus dem Filtrate einen Niederschlag erhalten, 
welcher, zu der erhitzten Fliissigkeit zugesetzt, die genannten 
Erscheinungen wieder hervorrief. Tolomei hat dies der Gegen- 
wart einer Oxydase zugeschrieben. Gegen die ‘Tolomeischen 
Versuche kann man aber einwenden, daB es bei ihnen unbe- 
wiesen bleibt, ob die Gegenwart von Mikroorganismen ausge- 
schlossen war. Ich habe mich tberzeugt, dafi es trotz aller 
Vorsichtsmabregeln ungeheuer schwer ist, bei solchen Versuchen 
ganz aseptisch zu arbeiten. Ganz dieselben Einwendungen 
kann man auch gegen die Versuche Effronts!) daubern; 
Effront fand, dafs die Hefe betrichtliche Mengen Sauerstoff 
zu absorbieren vermag, wobei eine Temperaturerhohung statt- 
findet: weiterhin, dafB man aus zerriebener Hefe einen Auszug 
darstellen kann, der dieselbe Erscheinung zeigt. Buchner?) 
sieht in der allmiihlichen Britunung des HefepreBsaftes an der 
Luft ein Anzeichen fiir die Existenz einer Oxydase in der Luft. 

Die neueste Arbeit iiber diesen Gegenstand verdffentlichte 
Griiss.*) Zum Nachweis der Oxydase bediente er sich des 
sogenannten «Tetrapapiers», eines mit Tetramethyl-p-phenylen- 
diaminchlorid*) getriinkten Reagenspapiers; er arbeitete nicht 
mit Ausziigen, sondern mit der Hefe selbst und untersuchte 
die Firbeerscheinungen, welche dieselbe unter verschiedenen 
Bedingungen in Bertihrung mit dem ‘Tetrapapier hervorrutt. 
Kr fand, daf die Hefe wirklich Oxydationserscheinungen zeigt, 
und schreibt diese einer Oxydase zu. Es ist aber in der Hefe 
auch ein «reduzierender Kérper» vorhanden, welcher oft diese 
Erscheinungen verdeckt, indem er Sauerstoff fiir sich verbraucht, 
nach Entfernung dieses Korpers treten die friiheren Erschei- 
nungen wieder klar hervor. Das Enzym selbst zu isolieren, 
gelang Griiss nicht und darin liegt gerade der schwache Punkt 
seiner Arbeit: die von ihm beobachteten Vorgiinge konnten 





') Les enzymes, 5. 336. 
*) Zymasegarung, 5. 79. 
3) Wochenschrift fiir Brauereien 1901, Nr. 24—26. 


4) yon Wurster. Ber. Bd. 21, S. 1526, zum Nachweis des aktiven 


Sauerstoffs vorgeschlagen. 
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auch rein vitaler Natur sein; Griiss selbst gibt an, daB abge- 
storbene Hefe (I. e. S. 311) keine Oxydation des Tetrareagens 
hervorruft. Auberdem diirfte man wohl kaum allein auf Grund 
von Fiarbereaktionen so gewichtige Schliisse wie die uber die 
Existenz einer Oxvdase in der Hefe ziehen. 

Ich habe daher diese Frage auf chemischem Wege zu 
l6sen versucht und hoffe zeigen zu kénnen, dafi in der Hefe 
wirklich eine Oxydase existiert, welche aus derselben isoliert 
werden kann. Die Untersuchung ist lange noch nicht abge- 
schlossen, einige Schliisse lassen sich jedoch aus derselben 
schon jetzt ziehen. Sie wurde gemeinschaftlich mit Herrn stud. 
S. Kalisski ausgefiihrt!) und da letzterer an der weiteren 
Ausarbeitung des Themas nicht teilnehmen wird, mache ich 
schon jetzt diese vorliiufige Mitteilung. 

Wir arbeiteten ausschlieBlich mit Wasser- und Glyzerin- 
ausziigen aus Unter- oder Oberhefe. Die klar filtrierten Aus- 
ziige wurden mittels Filtration durch sterilisierte Porzellan- 
kerzen keimfrei gemacht. Die Versuchsgefiibe wurden stets 
sterilisiert, das Hineinbringen der Fliissigkeiten geschah in 
einem keimfreien Raume (in einem speziell dazu eingerichteten 
Glaskasten). Die Glyzerinkonzentration unserer Fltssigkeiten 
war so grol, dafi Bakterien sich auch ohne diese Vorsichts- 
maBregeln nicht entwickeln konnten. Als Oxydationsobjekte 
wiihlten wir solche antiseptisch wirkende Stoffe, wie Pyrogallol 
und Hydrochinon; auBerdem untersuchten wir den Inhalt jeder 
Flasche nach beendetem Versuche auf Bakterien und dieser 
wurde mit Ausnahme der rein wiisserigen Ausziige ohne Zusatz 
von Phenolen in allen Fallen bakterienfrei gefunden. 

Die Bestimmung des absorbierten Sauerstoffs und der 
entwickelten Kohlensiiure geschah entweder gravimetrisch oder 
gasanalytisch. Im ersten Falle wurden die Hefeausziige mit 
den zugesetzten Stoffen in einen Glockenkaliapparat gebracht, 
welcher mit Chlorealciumréhren und Kaliapparaten verbunden 
war. Durch dieses System wurde trockene und CO,-freie Luft 
gesaugt. Man konnte aber auf diese Weise nur die entwickelte 


1) S. Protokoll der Warsch. Naturf.-Gesellsch., 5. Marz 1904. 
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Kohlensiiure ohne Schwierigkeit bestimmen. Wir sind daher 
spiaiter zu einer bequemeren Methode tbergegangen. 
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‘__ vom Thermostat 


Die Versuchsfliissigkeiten wurden in Flaschen von be- 
kanntem Inhalte gefillt; deren Gummistopfen waren je mit 
zwei Rohren versehen, von denen das eine zum Fiillen diente, 
das andere mit einem Manometer verbunden war. Das letztere 
wurde stets vor und nach dem Versuche auf O-Strich einge- 
stellt (das andere Rohr des Manometers war beweglich): der 
Inhalt der Flaschen und der Verbindungsrohren bis zum O-Strich 
war bekannt (etwa 500 cem). Der Unterschied der Queck- 
silberhéhen unter Beriicksichtigung des Barometerstandes und 
der Temperatur gestattete, durch Rechnung das wirkliche Volumen 
der Gase bei 0° und 760 mm zu bestimmen. thre Zusammen- 
setzung untersuchte man mittels Gasanalyse. Es war somuit 
moglich, die entwickelte CO, und den absorbierten O zu be- 
stimmen. Die Flaschen stellte man in einen mit Filz beklei- 
deten Blechkasten und dichtete sie mit Gummiringen ab. Der 
Kasten wurde an eine Schiittelmaschine angeschraubt; durch 
denselben trieb man mittels eines Heibluftmotors (!/s0 HP) 
mit Pumpe das im Thermostat auf 35° erwiirmte Wasser, 
welches dann wieder aus dem Kasten in den Thermostat zuriick- 
kehrte. Es war somit modglich, in diesem «beweglichen Ther- 
mostat» die Reaktion bei konstanter Temperatur und _ fort- 
wahrendem Schiitteln auszufiihren. Die Versuche dauerten 


, 


gewohnlich die ganze Nacht, also 12—-14 Stunden. 
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Als qualitative Reaktionen benutzten wir das Verhalten 
der Ausziige gegen Guajactinktur ohne und mit H,O,, dann 
gegen a-Naphtol mit p-Phenylendiamin (Indophenolreaktion) und 
gegen Tetrareagens; alle Losungen wurden stets frisch bereitet und 
die Fiirbungen mit denen von Reagenslésungen selbst verglichen. 
Es sei schon jetzt erwihnt, dafB die Guajacreaktion niemals 
(mit seltenen Ausnahmen) beobachtet wurde, wie dies auch 
schon andere Forscher fanden: die Wurstersche Reaktion 
dagegen gelingt viel leichter, aber auch nicht immer. Die 
Ursache davon liegt im sogenannten «Reduktionskorper», welcher 
die Sauerstoffverbindungen des Guajacs und des Wursterschen 
Reagens leicht reduziert. Dies kann durch den Versuch be- 
wiesen werden: setzt man zur bereits an der Luft oxydierten 
Farbstofflésung etwas Hefeauszug hinzu, so entfiirbt sich all- 
mihlich die LOsung, an der Oberflache bleibt aber ein gefirbter 
Ring: beim Schiitteln fairbt sich die ganze Losung, dann folgt 
wieder Entfarbung usw. Bei Abwesenheit dieses Korpers kann 
sogar Guajakreaktion beobachtet werden. 

Wir haben uns iiberzeugt, dafi sich in der Hefe tatsiich- 
lich ein Korper (vielleicht auch viele) befindet, welcher mit 
Wasser und Glyzerin extrahiert werden kann und der durch 
Luft mit Kohlensiiureentwickelung oxydiert wird. Schon beim 
Filtrieren durch Porzellankerzen farben sich die ersten Portionen 
braunlich, die oxydierten Ausziige erscheinen auch dunkler ge- 
firbt. Die Oxydation ist enzymatischer Natur, denn gekochte 
Ausziige oxydieren sich viel langsamer. 

Untergiirige Bierhefe lie} man 24 Stunden in Bierwiirze 
giiren, um kriiftige, gut entwickelte Zellen zu bekommen, dann 
wurde sie gewaschen, auf einer starken Presse abgeprebt und 
mit Glyzerin 20 Stunden extrahiert. 

d0 com des klaren Filtrats wurden im oben erwahnten 
Glockenkaliapparat mit durchgesaugter Luft 24 Stunden be- 
handelt; zum Kontrollversuch dienten 50 ccm desselben, vorher 
10 Minuten aufgekochten Filtrats. Es entwickelten sich im 
ersten Falle 193 mg CO,, der gekochte Auszug gab 112 mg CQ,. 
Die Indophenolreaktion zeigte eine Reduktion der an der Luft 
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vorher gefiirbten Fliissigkeit: Methylenblauldsung!) wurde redu- 
ziert. Den nicht gekochten Auszug hat man weiter mit Luft 
behandelt; withrend weiterer 24 Stunden entwickelten = sich 
d3 mg CO,. Dann oxydierte man 40 ccm dieses Auszuges 
weitere 10 Stunden mit Sauerstoff, es entwickelten sich noch 
16 mg CO,. Jetzt konnte man eine schéne Indophenolreaktion be- 
obachten und sogar eine schwache Guajacbliuung: Wurstersche 
Reaktion war sehr stark. 

Wir ersehen daraus, daf} die Hete leicht oxydable Sub- 
stanzen enthalt, welche schon mit Luft oxydiert werden konnen, 
dabei wirkt wahrscheinlich eine Oxydase mit, denn die nicht 
aufgekochten Ausziige oxydieren sich schneller; diese Sub- 
stanzen koOnnen bei geniigend langer Liiftung fast vollstiindig 
wegoxydiert werden. Dies wird noch durch den folgenden 
Versuch unterstiitzt. 

Die Prebhefe (keine Starke enthaltend), mit Glyzerin  be- 
handelt, dann abfiltriert, mit Wasser gewaschen und an der 
Luft vorgetrocknet, wurde schlieBlich im Sauerstoffstrom bei 
30° getrocknet. 50g davon, mit Quarzsand zerrieben, wurden 
#8 Stunden mit 200 ecem 1°/oiger Nak-Losung extrahiert. 

50 cem Auszug entwickelten wiahrend 7}/2 Stunden 11 mg 
CO,, wiihrend weiterer 16 Stunden 1 mg CQ,. 

Kontrollversuch (aufgekocht) ergab 5mg, bezw. 1,8 mg CO,. 

Man sieht, dafi es, obgleich nicht ohne Schwierigkeit, 
moglich ist, den Reduktionskorper wegzuoxydieren. 

Es zeigte sich nun weiterhin, dai alkalische Reaktion 
des Mediums die Autoxydation der Ausziige begiinstigt; dies 
laBt sich aus folgendem Versuche folgern: 

50 ccm des Glyzerinauszuges wurden mit Na,CO, schwach 
alkalisch gemacht und 10 Stunden mit Luft behandelt: als 
Kontrollversuch dienten 50 ccm des urspriinglichen Auszuges 
von schwach saurer Reaktion. Im ersten Kaliapparat fand 
man 126 mg CO,, im zweiten nur 16 mg; dabei firbte sich 
der Inhalt des ersten Absorptionsgefiihes braunlich. Die spiateren 
Versuche fiihrten wir deshalb gewohnlich in Lésungen mit 
sehr schwach alkalischer Reaktion aus. 


', Reaktion von Hahn. S. Zymasegiirung. 
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Kine weitere Versuchsreihe zeigte uns, daf auch die fremden 
zugesetzten Stoffe von den Hefeausziigen oxydiert werden und 
dali diese Oxydation enzymatischer Natur ist. 

180 g Prebhefe wurden 48 Stunden mit Glyzerin extra- 
hiert, dann abgesaugt, mit Wasser gewaschen, an der Luft ge- 
trocknet, mit Quarzsand zerrieben und mit Chloroformwasser 
48 Stunden bet 25° extrahiert. 

25 com Filtrat entwickelten mit 25 cem 8°/oiger Pyro- 
gallolldsung wihrend 14 Stunden 240 mg CO,. Kontrollversuch 
— 25 cem des aufgekochten Filtrats mit 25 cem Pyrogallol- 
losung ergab nur LOO mg CO,. 

Unterhefe wurde ebenso behandelt, um Reduktionskorper mog- 
lichst zu entfernen. 25 ecm des Auszuges und 25 ecm 4°/oiger 
Hydrochinonlésung fiillte man in eine oben beschriebene Flasche 
und schiittelte sie im «beweglichen Thermostat» 12 Stunden bei 
35°. Kontrollflasche enthielt 25 cem des aufgekochten Auszuges 
und 25 cem Hydrochinonlosung. Bei der Analyse des Gasinhaltes 
nach 12 Stunden erwies sich, dab 6,9 cem Sauerstoff absorbiert und 
1.1 com Kohlensiiure entwickelt wurden. Kontrollversuch: 4,5cem, 
bezw. Spuren. Die Wurstersche Reaktion ergab Oxydation. 

Derselbe Versuch wurde mit p-Amidophenol ausgefiihrt. 
Man fand, dali 66,8 com Sauerstoff absorbiert wurden, im Kon- 
trollversuch 48,6 cem, Kohlensiiure in beiden Fallen nur Spuren. 

Derselbe Versuch mit 2°/oigem Pyrogallol. 27,3 cem 
Sauerstoff wurden verbraucht, 8 cem Kohlensiiure entwickelt. 
Kontrollversuch: 5,7 cem Sauerstolf, 6,2 cem Kohlenséure. 

Ks geht aus diesen und iihnlichen Versuchen zur Geniige 
hervor, dafi in aufgekochten Ausztigen die Oxydation der zu- 
gesetzten leicht oxydablen Substanzen viel schwacher vor sich 
veht; dieselben Resultate haben wir mit Glyzerinausziigen er- 
halten. Ich mub jedoch bemerken, dafi es ziemlich schwer 
ist, den «Reduktionskorper» ganz zu entfernen; die von uns 
beobachteten Oxydationen riihren deshalb von zwei unabhiingigen 
Vorgiingen her: von der Autoxydation des reduzierenden Kor- 
pers der Ausziige und von der Oxydation des zugesetzten 
Phenols. Die Autoxydation des letzteren ist, wie folgender 
Versuch zeigt, meist sehr gering. 
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25 ccm Pyrogallolldsung -+- 25 cem des vorher mit Luft 
behandelten Glyzerinauszuges absorbierten 6,2 cem Sauerstoff 
und entwickelten 1,1 cem Kohlensaure. Kontrollversuch: 25 ccm 
Pyrogallollbsung -+- 25 ccm Wasser absorbierten 1,5 cem 
Sauerstoff. 

Wie alle enzymatischen Reaktionen, wird auch die Oxy- 
dasewirkung durch Zusatz fremder Stoffe beeinfluBt. Hier sei 
nur ein Versuch mit Formaldehyd angefiihrt. 

20 ccm des Auszuges aus vorher mit Glyzerin extrahierter 
und dann getrockneter Hefe wurden mit 5 ccm Formaldehyd- 
losung (2,5 cem kaufl. Formaldehyds in 100 com Wasser) und 
mit 25 ecm Pyrogallollosung versetzt: das Gemisch absorbierte 
6,3 ecm Sauerstoff und entwickelte 1 cem Kohlensiiure: Kon- 
trollversuch (ohne Formaldehyd): 18,2 ccm = Sauerstoff und 
1,5 com Kohlensiure. 

Den Verlauf der Reaktion habe ich noch nicht niiher 
studiert, ein Zusammenhang zwischen Sauerstoff- und Kohlen- 
siiuremengen existiert aber, wie es scheint, nicht; man miifte 
vor allem die Produkte der Oxydation charakterisieren, was 
nun wegen des stets anwesenden Reduktionskérpers nicht be- 
sonders leicht erscheint. 

Schlieblich haben wir einen Versuch gemacht, die Oxy- 
dase zu isolieren. 

400 g PreBhefe, mit Quarzsand zerrieben, wurden mit 
900 com Chloroformwasser extrahiert und das Filtrat (400 cem) 
mit 1400 cem 96°/oigen Alkohols gefaéllt. Einen Teil des Nie- 
derschlags hat man mit Wasser zerrieben. 

1. 10 cem der Emulsion vermischte man mit 25 ecm 
2°/oiger Pyrogallollésung: 

2. 10 cem derselben Emulsion mit 25 cem Wasser und 

3. 25 cem Pyrogallol mit 10 ccm Wasser dienten als 
Kontrollversuche. 

Versuch 1: 28,9 ccm Sauerstoff absorbiert, 7,6 ccm 
Kohlensiure entwickelt. 


Versuch 2: 1.5 cem Sauerstoff absorbiert. Kohlensiure- 
spuren. 
Versuch 3: 14,7 ccm Sauerstoff absorbiert, 1,2 ecm 
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Kohlensiiure entwickelt. Die Farbe der Losung in 1 war vie! 
dunkler als in 3. 

Wir diirfen also wohl aus den oben angefiihrten Versuchen 
den SchluB ziehen, dafi in der Hefe ein Oxydationsenzym vor- 
kommt, welches aus derselben ausgezogen und gefiillt werden 
kann. Dieses Enzym oxydiert die in der Hefe erhaltenen, 
leicht) oxydierbaren Substanzen, sowie kiinstlich zugesetzte 
Stoffe, z. B. Polyphenole.  Schlieblich sei erwaéhnt, dab es 
nicht immer gelingt, starke Oxydationserscheinungen zu_er- 
halten, da im allgemeinen der Oxydasegehalt der Hefe nicht 
besonders grof} zu sein scheint, der Gehalt an dem Reduktions- 
korper hiingt auch vom physiologischen Zustande der Hefe, 
ihrer Vorbehandlung etc. ab. Oberhefe scheint mehr Oxydase 
zu fiihren, als Unterhefe. 

Die Untersuchung wird fortgesetzt. 


Warschau, den 24. Mai 1904. W. Issajew. 





Der Phosphorsauregehalt der Cerebrospinalfliissigkeit bei ver- 
schiedenen, insbesondere Nervenkrankheiten. 


Von 


Dr. J. Donath, Universitiitsdozent, 
Ordinarius der Nervenabteilung am St. Stephan-Spital in Budapest. 


(Der Redaktion zugegangen am 28. Mai 1904.) 


In meiner voriges Jahr erschienenen Arbeit!) habe ich 
nachgewiesen, dai das Cholin in der Cerebrospinalfliissigkeit 
nicht nur bei solechen organischen Nervenkrankheiten gefunden 
wird, welche mit einem raschen Zerfall von Nervengeweben 
einhergehen, sondern dafi es auch bei Epilepsie vorkommt und 
als ein die Hirnrinde reizendes Gift bei der Auslésung des 
Krampfanfalles hochst wahrscheinlich eine bedeutsame Rolle 
spielt. Da dieses Cholin offenbar aus dem Zerfall des Lecithins 
hervorgeht, so schien es mir nicht ohne Interesse zu_ sein, 
nachzusehen, ob parallel mit dem Cholin und aus derselben 
Quelle stammend nicht auch eine Anreicherung an Phosphor- 
siure nachzuweisen wiire. Es interessierte also hier die nicht 
an Eiweifs gebundene Phosphorsiure. Allerdings ist der Eiweib- 
gehalt der Cerebrospinalfliissigkeit unter normalen Verhaltnissen 
ein geringer: O0,2—0,5°lo0; in ahnlichen Grenzen bewegt sich 
derselbe im allgemeinen bei nicht entziindlichen Zustiinden des 
Zentralnervensystems, sowie dort, wo keine Stauung des Liquors, 
etwa durch Hirngeschwulst bedingt, stattfindet.?) Unter den 





1) Das Vorkommen und die Bedeutung des Cholins in der Cere- 
brospinalflissigkeit bei Epilepsie und organischen Erkrankungen des 
Nervensystems, nebst weiteren Beitrigen zur Chemie derselben, Diese 
Zeitschrift, Bd. XXXIX. 

2) Vergl. Rieken (Uber Lumbalpunktion, Deutsches Archiv fiir 
klin. Med., Bd. 56), der bei Tumor cerebri 2,17°/oo Eiweif’ (nach Esbach) 
fand, ferner Lichtheim (Sitzungsberichte, Deutsche med. Wochenschr., 
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hier zur Phosphorséiurebestimmung herangezogenen 30 Fiillen 
von Lumbalpunktion war in 29 Fallen die entnommene Cere- 
brospinalfliissigkeit tiberhaupt so eiweibarm, dab nach dem An- 
siituern mit Essigsiiure und Aufkochen nicht nur kein Nieder- 
schlag, sondern tiberhaupt keine Opaleszenz erfolgte. In solchen 
Fallen wurde tiberhaupt von einer Filtration abgesehen. 

Hierher gehdrige Phosphorsiiureuntersuchungen sind in 
der Literatur iiberhaupt sehr sparlich verzeichnet. Nawratzki?) 
fand unter den anorganischen Bestandteilen der Cerebrospinal- 
fliissigkeit von Kalb und Pferd qualitativ Phosphorsaure : 
ich (1. ¢.) fand sie beim Menschen in den nebenbei darauf 
untersuchten Fiillen (mittels salpetersauren Ammonmolybdats) 
konstant. Panzer?) gab die qualitative Analyse der Cere- 
brospinalfliissigkeit von zwei ausgetragenen Kindern, deren 
Hydrocephalus intra partum punktiert wurde; er fand in dem 
einen Falle 0,0051°/0 P,O;; Jaksch%) gibt in seinem Lehr- 
buche fiir normalen Liquor O,OL—O0,02°/o an. 

Zu meinen Phosphorsiiurebestimmungen diente die elegante 
Neumannsche Methode, welche von diesem Autor schon im 
Jahre 1899 verOffentlicht und inzwischen wieder eingehender 
erortert wurde.4) Sie ist eine wesentliche Verbesserung der seil 


1893, Nr. 46 u. 47), der als annihernde Werte bei Meningitis tuberculosa 
bis 1,6, Ja sogar 2,4(?)°/oo, bei Hirngeschwiilsten von Spuren bis 0,8°/oo, 
bei Hirnabszess 0,7°/oo und bei akuter Myelitis 1,0°/oo Eiweifs angibt. 
Lenhartz (Miinchner med. Wochenschr., 1896, Nr. 8—9) sah den Eiweif- 
gehalt bei Kntziindungen bis zu 9°%/oo steigen, Schafer (Uber das Ver- 
halten der Cerebrospinalfliissigkeit bei Dementia paralytica und einigen 
anderen Formen des Schwachsinns, Allg. Zeitschr. f. Psychiatrie, Bd. 59) 
bestimmt denselben bei Dementia paralytica und epileptica zu 0,4—0,5 °/oo. 

‘) Kk. Nawratzki, Zur Kenntnis der Cerebrospinalfliissigkeit, Diese 
Zeitschrift, Bd. XXIIL 

*) Th. Panzer, Zur Kenntnis der Cerebrospinalfliissigkeit, Wiener 
Klin. Wochenschr., 1899, Nr. 3. 

3) Rov. Jaksch, Klinische Diagnostik innerer Krankheiten, 5. Aufl., 
S. 567. 

*) Albert Neumann, Archiv f. Anat. u. Physiol., Physiol. Abteil., 
1900; ferner: Einfache Veraschungsmethode (Saéiuregemisch-Veraschung) 
und vereinfachte Bestimmung von Eisen, Phosphorséure usw., Diese 


Zeitschrift, Bd. XXXVIL. 
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1887 von Thilo, Handy, H. Pemberton jun., Hundeshagen 
gemachten Versuche, die Phosphorsiiure in dem gelben Nieder- 
schlage von phosphormolybdinsaurem Ammon alkalimetrisch zu 
bestimmen. Wihrend nun die letzteren Autoren sich damit 
begniigten, den gelben Niederschlag in Kalilauge von bekanntem 
Titer zu lésen und den AlkahitiberschuB mittels aquivalenter 
Siiure zuriickzutitrieren, entfernt Neumann nach dem Losen 
des Niederschlages in iiberschiissiger Natronlauge das Ammoniak 
durch Kochen. Es wird dadurch der Hauptfehler der friiheren 
Methode vermieden, dafi wegen der Gegenwart des Ammoniaks 
der Farbenumschlag des Phenolphtaleins ein langsamer und 
undeutlicher wird und so der Ubergang des gesiittigten Alkali- 
phosphates in das Dinatriumhydrophosphat nicht sofort  be- 
obachtet werden kann. Lakmus ist hier wegen der amphoteren 
teaktion des Zweidrittelphosphates unbrauchbar, dagegen zeigt 
das Phenolphtalein das interessante Verhalten, durch das ge- 
siittigte Phosphat wie durch ein Alkali gerotet zu werden, 
withrend das Dinatriumhydrophosphat auf dasselbe wie eine 
Siiure wirkt. Da der gelbe Niederschlag von phosphormolybdiin- 
saurem Ammoniak die Zusammensetzung 
2 (NH,),PO, - 24 Mo0,- 4 HNO, 
hat und nach der Gleichung: 
2 (NH,),PO, - 24 MoO, - 4 HNO, + 56 NaOH — 2 Na,HPO, + 24 Na,MoO, 
+ 4 NaNO, + 32 H,O + [6 NH,| 

zerlegt wird, so besteht das giinstige Verhaltnis, dafi erst auf 
56 Mol. NaOH 1 Mol. P,O, kommt, mithin 1 ccm in Bindung 
getretener "2 NaOH 1,268 mg P,O, entspricht. Entfernt man 
nun nach Zusatz etwas iiberschiissiger Halbnormalnatronlauge 
durch Kochen das Ammoniak, dann erfolgt auf Zuriicktitrieren 
mit Halbnormalschwefelsiure sehr prompt die Entfiirbung des 
Phenolphtaleins. 

Die Verlablichkeit der Neumannschen Methode_priifte 
ich an einer LOsung von gewoOhnlichem kristallisierten Natrium- 


phosphat von ungefahr 1°/o Gehalt. Je 10 ccm derselben gaben 
in 4 Analysen 0,0232, 0,02337, 0,02351 und 0,02439 g P,O,. 
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') In diesem Falle wurde nur das Volumen der Fliissigkeit bestimmt. 





Lan- Datum — wile 
stimmung verwende+,. 
for] tumbal | Name [Alte], Diagnose “Teen (eat 
mer} punktion Flissigkeit yj, sake 
in g in g 
1} 15. T1904] Frau Joh. Sz.J 39 Anaemia 15,80 [1.39 | 
27 15. HL 1904] Julie S. 4A) Anaemia, Gastritis chronica 14,10 
3] 24. IL 1904] Julie H. 37 Neurasthenia, Cephalalgia 2,47 
4) 16. IL 1904] Alexander K.} 26 Neurasthenia 10,02 
9} 11. X11 1903] Josef F. 16 Epilepsia genuina 8,62 
6) 4 1 1904] Karl K. 5) > > 14,96 
71 16. XIL 1903] Marie V. 18 » (traumatica ?) 18,07 
gs] 29. 1904] > > ; a - 1560 | 10.00 
yg 19, XIE 1903 Frau Joh. DP 50 - (cum dementia) 2.85 
10) ry ll 1904 Siegmund G, 20) a > genuina — 15,80 3,20) 
1} 14. Hl 1904] Fanny G. | 19 ; ; 13,73 
12] 18. Il 190%] Therese S$. | 30 Hysteria 10,02 
is] 22. 1 1904] Johann G. | 23 Melancholia (hysterica) 7,77 | 1582 
l4} 26. 1 1904) Anna B. £2 Hysteria (Cysta interligam. ovarii) 10,58 
lo} 10. I 1904] Hermine K. | 15 | Melancholia, Tuberculosis pulm. 610 
16] 23. X 1903] Josef S. 3 Hydrocephalus chronicus 15,03 
17] 26. XI 1903 — a m | 96.49 
Ix] 19. XH 1903] Gisella S. | 26 ~ Selerosis multiplex 34,79 
9] 28. 1 1906] Gisella B. | 34 ; —— 20,60 21.60 
20] 10. XL 1903] FrauKarl Cs] 34] Tumor eerebri | «6,20 
21] 9. I 190%} Adam H. | 43 ‘ee 11,77 9M 
227 30. X 19038 Johann H. 32 a Tabes dorsalis — 20 ccm ') 
23, 19. XI 1903 ” _ ; > ae a : +. — 12.06 
24/11. 11904] >» » | > , ' 1680 | Lh 
251 4 XE 1903] Alexander P| 32 ae 7,72 | 
26] 16. XIT 1903 - ‘ - > ‘ ; » _ * 4 2,92 | 
27] 31. X 1908] Stephans. N. 51 i > ” 20 com ‘)| 
28] 28. XI 1903] Karl F. 53] ‘Tabo-paralysis = |19,74 | 
20] 4. XI 1903] Karl G. 52 Paralysis progressiva 843 | — 
30) 15.X11 1903] Josep HH Od B9 El t~—<—~—St”:*~<CSs«SdSSB 2 
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-erschiedenen (besonders Nerven-)Krankheiten. 
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0,-Be fl agen? i ,. O, in %o 
mn wee? : Aussehen der Fliissigkeit 
leter ‘mmt aus der bei ol einzelnen 
lamrt peSuilts Li ; " Torh: , +} iy ae 
a mpl : Krankheitsformen und Verhalten beim Erhitzen 
hertey gin sche ' aia 5 Mittel- mit Essigsiure (Kochprobe) 
igkeit jichen | Asche Maximum, Minimum |~ } 
ti Flissigkeit | | | wert 
139 1B yy onl 0,0080 |) * _ | Farblos, wasserklar; Kochprobe negativ 
ae . 0),0070 0.0064 = 0,0067 
i 0) O64 i ‘d m ” 
(0278 \ _. | Schwach rosaroth ; ‘ > 
a“ —_— 0.0278 0.0028  0,0153 | 
(UPS , Farblos, wasserklar: > > 
(02 iy — } » » » > 
{) tM 36 o ” > > 
ray 74 | > » > > 
LOU O046 0.0053 » 0.0209 0.0036 0.0086 » » » » 
ay Ftwas gelblich und trib, von dem geringen Blut- 
00S sediment wurde abgegossen; Kochprobe negativ 
3 9) 0066 0.0059 Farblos, wasserklar; Kochprobe negativ 
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Da es sich hier meist um klare Fltissigkeiten handelte, 
so wurde nach dem Ansiiuern mit Essigsiiure, Aufkochen und 
eventuellen Filtrieren in dieser Fliissigkeit direkt der Nieder- 
schlag von phosphormolybdansaurem Ammon erzeugt. In den 
wenigen Fallen, wo sich eine Spur von roten BlutkOrperchen 
sedimentiert hatte, wurde vorher davon abgegossen. Nichts- 
destoweniger wurde zur Kontrolle in 7 Fillen die nahezu gleiche 
Fliissigkeitsmenge eingedampft, eingeiischert und auch in der 
Asche die Phosphorsiiure bestimmt. 

Die Lumbalpunktion wurde, wie bei meinen friiheren Un- 
tersuchungen, stets nur zu diagnostischen oder therapeutischen 
Z7wecken vorgenommen. 

Die Phosphorsiurebestimmungen wurden ausgefiihrt in 
2 Fallen von Aniamie (der eine kompliziert mit chronischer 
Gastritis), in 2 Féllen von Neurasthenie (der eine mit den 
Krscheinungen von Cephalalgie), in 7 Fallen von genuiner 
Kpilepsie (der eine modglicherweise traumatischen Ursprunges, 
der andere hatte zu Demenz gefiihrt), in 3 Fallen von Hysterie 
(der eine mit melancholischen Erscheinungen, der andere mit 
einer interligamentOsen Ovarialcyste kompliziert), in 1 Falle 
von Lungentuberkulose (gleichfalls mit Melancholie einher- 
gehend), in je 2 Fiillen von chronischem Hydrocephalus, 
multipler Sclerose und Hirntumor, in 6 Fillen von Tabes 
dorsalis und 3 Fiillen von progr. Paralyse. 

Aus vorstehender Tabelle geht hervor, dab 

1. die Werte fiir P,O;, bei den verschiedenen hier unter- 
suchten Krankheitsformen sich zwischen 0,026 (Melancholie) 
und 0,508°/00 (Tabo-paralysis) bewegen: 

2. die hoéchsten Mittelwerte sich bei Tumor cerebri 
(0,177), Tabes dorsalis (0,203) und Paralysis progressiva 
(0,219°/o00) zeigen; 

3. die Mittelwerte fiir Epilepsie keine entschiedene Er- 
héhung erkennen lassen, gegeniiber anderen Neurosen (Neur- 
asthenie, Hysterie, Melancholie) oder solchen Nervenkrankheiten, 
welehe mit keinem raschen Zerfali von Nervengewebe einher- 
gehen (Sclerosis multiplex, Hydroceph. chron.) oder anderen 
Erkrankungen (Anamie) ; 
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4. die Bestimmung der Phosphorsiiure aus der Asche 
meist (unter 7 Bestimmungen 6mal) einen etwas hoheren Wert 
als die direkte Bestimmung aus der urspriinglichen Fliissig- 
keit ergab. 

Nimmt man den Phosphorgehalt der Eiweibkorper zu 
0.42—0,859/o P an, so wiirde beim normalen Liquor cerebro- 
spinalis dem Eiweifgehalt von 0,2—0,5°/00 O0,00192—0,00975 
P.O, p. M. entsprechen. Diesen Gehalt an P,O, miiBte man 
den hier gefundenen Werten bei den nicht entziindlichen Krank- 
heiten bezw. chron. Hydrocephalus hinzuaddieren, um die Ge- 
samtphosphorsaure zu erhalten. Bet Tumor cerebri mit 
0.4—O0,7°/oo Eiweib wiirde das Plus an P.O, 0,0OL68—0,0864, 
bei Paralysis progressiva mit 0,3—3,0°/00 Eiweibgehalt 0,00288 
his 0.06825°)00 betragen. 

Als besonders bemerkenswert will ich die hier 
cefundenen hochsten Durchschnittswerte bei Tumor 
cerebri, Tabes dorsalis und progressiver Paralyse her- 
vorheben, also gerade bei jenen Erkrankungen, welche mit 
einem rascheren Untergehen von Nervengewebe einhergehen. 
Dieselben Krankheiten zeigen aber auch, wie schon eingangs 
erwiihnt, einen erhdhten Eiweibgehalt der Cerebrospinalflussig- 
keit.!) Der erhodhte Eiweifgehalt verriet sich in meinen Fiillen 
von Tabes dorsalis und progressiver Paralyse?) meist schon 
bei der Kochprobe. 

‘) Kiirzlich auch von E, Siemerling bestitigt (Uber den Wert der 
Untersuchung des Liquor cerebrospin. fiir die Diagnose der Nerven- und 
Geisteskrankheiten, Berl. klin, Wochenschr. 1904, Nr. 21). 

2) Widal, Sicard und Ravaut, sowie G. Guillain und V. Parent 
Revue neurologique, 1903) fanden, dali die Cerebrospinalflissigkeit bei 
progressiver Paralyse und bei meningitischen Prozessen tiberhaupt auBer 
dem normalerweise vorkommenden Globulin (fallbar durch gesiittigte 
MgSO,-Lésung) auch Serumalbumin enthalt (nach dem Filtrieren des 
Globulinniederschlages durch Erhitzen gerinnbar). Auch sie fanden, dafs 
dann die Gesamtmenge der Eiweifkérper vermehrt ist. Demnach wiirde 
der Liquor bei progressiver Paralyse aufier dem vermehrten Eiweibgehalt 
und dem Auftreten von Serumalbumin nach obigem auch durch Ver- 
mehrung der Phosphorsiure gekennzeichnet sein. Allerdings konnte Niss| 
Die Bedeutung der Lumbaipunktion fiir die Psychiatrie, Zentralblatt fiir 


Nervenheilkunde und Psychiatrie, 1904, 15. April), der mit dem empfind- 
10* 
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bei diesen chemischen Arbeiten wurde ich von den Herren 
Dr. Ludwig Singer und Géza Requinyi unterstitzt, denen 
ich hier meinen besten Dank auspreche. 
licheren Reagens des gesiltigten Ammonsulfats gearbeitet hat, eine solche 
Verschiedenheit der KiweifkOrper weder in normalen noch pathologischen 
Cerebrospinalfliissigkeiten finden. Doch bestatigt auch er die Zunahme 


der Eiweibkorper. 











Zur Wirkungsweise des esterspaltenden Fermentes (Lipase) 


der Leber. 
Von 


R. Magnus. 


(Aus dem pharmakologischen Institut zu Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. Juni 190+. 


C. Sehmidt?) hat in einer im hiesigen Institut ausgefiihrten 
Dissertation gezeigt, dal die rasche Entgiftung von Morphin- 
glykolsiiureestern, welche starke Krampfgifte sind (Barnes),?) 
auf ihrer leichten Spaltbarkeit im Korper beruht. Das spaltende 
Agens fand sich im Lebersaft, wird durch Kochen zerstort und 
ist aussalzbar. Versuche, das Wirkungsgesetz dieser Spaltung 
durch Tierversuche festzustellen, fiihrten zu keinem endgiiltigen 
Ergebnis, sodaBh sich die Aufgabe ergab, das esterspaltende 
Ferment der Leber in moglichst reiner Form zu gewinnen. 
Im Verlaufe der Reinigung wurde das Ferment unwirksam. 
Da es nun gelang, dieses unwirksame Ferment wieder = zur 
Wirkung zu bringen, so soll das Ergebnis hier kurz mitgeteilt 
werden, wenn auch die Reinigung des Fermentes nicht vollig 
erzielt wurde. 

Als Ausgangsmaterial diente Lebersaft, der aus fein gewiegter und 
mit Quarzsand zerriebener frischer Rindsleber durch zweimalige Extrak- 
tion mit toluolgesiattigter 0,9°oiger NaCl-Lésung und darauffolgendes 
Kolieren bezw. Abzentrifugieren gewonnen war. Er wurde unter Toluol 
aufbewahrt. 

Als Wegweiser bei der Isolierung des esterspaltenden 
Fermentes muBte natirlich, um Téuschungen zu vermeiden, 
ein schwer spaltbarer Ester benutzt werden, der in ferment- 
freien Losungen nicht merklich zersetzt wurde. Als  solcher 


‘) Inaug.-Diss, Heidelberg, 1901. 
*) Arch. f. exper. Path. u. Pharm., Bd. 46, 5. 68, 1901. 
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diente nach dem Vorschlage von Chanoz und Doyon!) der 
Salicylsaureamylester. Dieser wurde vorher mit konzentrierter 
Sodal6sung und unter mehrfachem Ausschiitteln mit Wasser 
gereinigt. Es ergab sich in auberst zahlreichen Kontrollver- 
suchen, dab er in neutralen LOsungen auch bei liingerem Auf- 
enthalt im Brutschrank sich nicht in merklichen Mengen zersetzte. 

Zum Nachweis der abgespaltenen Salicylséure diente das Verfahren 
Salkowskis,?) bei welchem die leichte Léslichkeit in Alkohol und Ather 
zur Isolierung benutzt wird. Der ungespaltene Ester gelangt bei diesem 
Verfahren auch nicht in Spuren mit zur Darstellung. Die erhaltenen 
Salicylsiurekristalle wurden in Wasser geldst, in welchem mit Eisen- 
chlorid) die Violettfirbung hervorgerufen wurde. Zur quantitativen 
Schatzung wurde. wenn notig, festgestellt, bei welcher Verdiinnung die 
Kisenchloridreaktion gerade negativ wird. Da aber in fermentfreien 
neutralen Lo6sungen eine merkliche Spaltung des Esters nicht eintritt, 
so geniigte die qualitative Probe zur Entscheidung, ob Ferment vorhanden 
war oder nicht. 

Ks wurden stets 20 cem Lebersaft (oder eine entsprechende Menge 
der gewonnenen Losungen) mit 1 cem des Esters und einem Ueberschuls 
von Toluol bei neutraler Reaktion (Lakmus) 4 Tage im Ostwaldschen 
Thermostaten bei 37° digeriert, danach aufgekocht, filtriert (wobei der 
ungespaltene Ester auf dem Filter bleibt) und auf Salicylsiure verarbeitet. 

Wie Chanoz und Doyon fanden, wird der Salicylsaure- 
amylester durch Lebersaft gespalten, wéhrend gekochter Leber- 
saft diese Eigenschaft) nicht besitzt. Das wirksame Prinzip 
libt sich, wie Schmidt?) am Morphinglykolsaureester  fest- 
stellte, bei Ganzsiittigung mit Ammonsulfalt aussalzen; bei 
6/yo-Siittigung fiillt es unvollkommen aus. Bei Brutschrank- 
temperatur wird es langsam zerstOrt, sodab es sich in einem 
Lebersaft nach 2 Jahren nicht mehr nachweisen lieb, wahrend 
Wasserstoffsuperoxyd noch stiirmisch ersetzt wurde. 

Mit fraktionierter Aussalzung lieBen sich sehr stark wirk- 
same Losungen nicht erzielen, auch die Alkoholfallung erwies 
sich als ungeeignet. Dagegen erhielt ich durch Ausfallung mit 
Uranylacetat) nach dem Vorgang von Jacoby‘) erweibarme 
und fermentreiche LoOsungen. 

‘) Journ, de physiol. et de pathol. générale, Bd. II, S. 695, 1900. 

2) Virch. Archiv, Bd. 147, S. 1898. 

°) Inaug.-Diss. Heidelberg, 1901. 


4) Diese Zeitschrift, Bd. XXX, S. 135, 1900. 
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Nach der Vorschrift von Rosell') werden 100 ccm Lebersaft mit 
der gleichen Menge gesattigter Uranylacetatlésung ausgefallt, mt gesattigter 
Liosung von Soda und Natriumphosphat neutralisiert und noch soviel 
Natriumphosphatlésung zugefiigt, bis im Filtrat mit Natriumphosphat 
kein Niederschlag mehr zu erzielen ist. Darauf wird sofort abfiltriert, der 
Niederschlag 20 Stunden unter LOO cem 0,9°/o NaCl-Lésung stehen gelassen 
und darauf wieder abfiltriert. Das Filtrat, welches schwach alkalisch 
reagiert, wird mit ®/2o0 H,SO, versetzt, bis eine leichte Tribung auftritt und 
dann wieder soviel "/zo NaOH zugefiigt, bis der Tribung gerade anfingt 
zu verschwinden. Dann reagiert die Fliissigkeit gegen Lakmus neutral 
und wird unter Toluol aufbewahrt. 

So gewonnene Lésungen sind in den meisten Fallen auber- 
ordentlich wirksam, unter Umstiinden quantitativ ebenso wirk- 
sam, wie eine entsprechende Menge des Lebersaftes (20 ccm 
spalten in 4 Tagen bei 57° von 1 ccm Ester soviel, dal die 
gewonnene Salicylsiure noch in einer Verdiinnung f : 20000 
mit Eisenchlorid nachweisbar ist; das entspricht nach einer 
approximativen Schatzung ungefahr 0,3 g Salicylsaure). 

Der Eiweibgehalt dieser LoOsungen ist ein geringer, aber 
wechselnder. In einer Darstellung, welche stark wirksam war, 
lie’ sich Eiweif nur in Spuren nachweisen (Biuretprobe un- 
sicher, Kochprobe und Xanthoproteinreaktion ganz minimal, 
Millons, Adamkiewiczs und Molischs Reaktion negativ). 
Dagegen habe ich ganz eiweiffreie Losungen stets unwirksam 
gefunden. Auch die Versuche einer weiteren Reinigung mil 
fraktionierter Aussalzung, Alkoholfiillung, einer zweiten Uranyl- 
fallung, Mitreiben auf baSO, ergaben keine anderen Resultate.? ) 

Ks wurde deshalb dazu geschritten, die LOsung, welche 
stets reichlich Toluol enthielt, durch Dialyse wenigstens von 
den nicht kolloiden Verunreinigungen zu trennen. Das Ergeb- 
nis war, dab die fermenthaltigen Fliissigkeiten nach 
mehrtigiger Dialyse gegen fliebendes Wasser stets un- 
wirksam wurden. Sie werden auch nicht wieder wirksam, 
wenn man sie nach der Dialyse wieder auf einen Gehalt von 
Q,9°/o NaCl bringt. 


') Inaug.-Diss. Strassburg, L9OL. 
*) Diese Versuche wurden unter Beriicksichtigung des unten ge- 


schilderten Unwirksamwerdens des Fermentes bei der Reinigung angestellt. 
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Die alte Wirksamkeit kehrt jedoch sofort zuriick, 
wenn zu der unwirksamen Fermentlosung einige Kubikzenti- 
meter gekochten Lebersaftes gesetzt werden, der fiir sich 
allein ebenso vollig unwirksam ist. Statt des gekochten Leber- 
saftes kann man eine entsprechende Menge einer gekochten 
Fermentl6sung nehmen, welche mit Uranylfallung gewonnen, aber 
nicht dialysiert worden ist. 

Es erhalt also eine dialysierte unwirksame Fermentlésung 
durch Zusatz der fiirsichebenfalls unwirksamen nicht dialysierten, 
aber gekochten Losung ihre esterspaltende Eigenschaft zuriick. 

Daraus ist zu folgern, dab bei der Dialyse etwas aus der 
FermentlOsung verschwindet, was fiir die Spaltung des Esters 
durch das Ferment notwendig ist. Diese Hilfssubstanz («Co- 
ferment» nach Bertrand)!) libt sich nun in der Tat, wenn 
man die Fermentlésung gegen nicht fliebendes Wasser dialysiert, 
in diesem nachweisen: Dialysiert man 100 ccm FermentlOsung 
gegen ca. 1 | Wasser, das am 2. und 4. Tage gewechselt 
wird, und engt nun dies¢ 2 1 AuBenwasser ein, so erhalt man 
eine Fliissigkeit, welche neutralisiert auch nach dem Aufkochen 
die Fithigkeit besitazt, eine unwirksame dialysierte FermentlOsung 
wieder wirksam zu machen. 

Ks besitzt also das «Coferment» die Eigenschaft: 

1. Durch Uranylacetat mit den Eiweiikorpern niederge- 
schlagen zu werden und nachher wieder in Losung zu geben, 

2. kochbestiindig zu sein und 

3. durch Pergamentschlauch zu dialysieren. 

Weiter lief sich feststellen, daB sie 

4. in absolutem Alkohol l6slich ist (wenn sie vorher zur 
Trockne gebracht wurde) und 

5. in Ather sich nicht lést (also kein fettartiger Korper ist), 

6. ist sie durch neutrales essigsaures bBlei nicht  fallbar 
und wird 

7. durch Veraschen zerstort.?) 


‘) Compt. rend., Bd. 124. S. 1032, 1897. 


*) Diese Zerst6rung beim Veraschen scheint dafiir zu sprechen, 


daf’ das «Coferment> nicht wie bei der Laccase (Bertrand a. a. Q.) 


Mangan oder ein andrer gliihbesténdiger anorganischer Korper sein kann. 
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100 ccm Lebersaft werden mit Uranylacetat ausgefallt und eine 
wirksame Fermentlésung dargestellt. Diese Lésung wird zuerst gegen 
2mal gewechseltes stehendes Wasser 4 Tage lang, dann ebensolange 
gegen fliefhendes Wasser dialysiert, bis die Fermentlésung unwirksam 
seworden ist (A). — Das Auffenwasser der ersten 4 Tage wird ver- 
einigt, zur Trockne gedampft, mit absolutem Alkohol erschdpft. Der 
Alkohol wird vollig verjagt und der Riickstand von Alkohol nun mit 
Ather behandelt. Das in Ather unlisliche wird in Wasser gelést und 
genau neutralisiert (B). — A und B erweisen sich jedes allein vollig 
unwirksam zur Esterspaltung. Vereint setzen sie soviel Salicylsiure in 
Freiheit, daf} bei einer Verdiinnung 1:16000 mit Eisenchlorid gerade 
noch Violettfairbung sichtbar ist. 

Tastversuche nach bekannteren Substanzen blieben nega- 
tiv: Leucin, Tyrosin, Glykokoll, Lecithin und Bilirubin!) besaben 
nicht die Fahigkeit, das unwirksame Ferment wieder wirksam 
zu machen. 

Wir haben hier also den Fall vor uns, dah wir aus der 
Leber eine wirksame esterspaltende Fermentlésung darstellen 
kénnen, welche sich durch einfache Dialyse in 2 Komponenten 
zerlegen labt: ein nicht dialysierendes, durch Kochen zerstor- 
bares Ferment und ein dialysierendes kochbestindiges «Cofer- 
ment», welche jedes fir sich vollig unwirksam sind und erst 
ber der Wiedervereinigung die Fahigkeit der Esterspaltung 
zuruckerlangen.? ) 

Welches die Wirksamkeit des Cofermentes und der ge- 
nauere Verlauf dieses fermentativen Verseifungsprozesses sind, 
bleibt natiirlich solange im unklaren, als iiber die chemische 
Natur des «Cofermentes» nichts Niiheres bekannt ist. 

Soviel kann man jedenfalls sagen, dafi es sehr unwahr- 
scheinlich ist, dab etwa durch das «Coferment» ein Zymogen 
in das Ferment umgewandelt wird, wie z. B. bei der Wirkung 





1) Das verwendete Bilirubin verdanke ich der Liebenswiirdigkeit 
von Herrn Prof. Kossel. 

2) Soeben haben Achard und Clere (C, R. Soc. biol., 1904, 5. 812) 
auf der Suche nach Analogien mit der Himolyse festgestellt, dafs die 
Spaltung von Monobutyrin durch ein Gemisch von normalem Serum und 
von Serum, das eine Stunde lang auf 60—62° erhitzt ist, etwa um ein 
Drittel gréfer ist, als der Summe der Einzelwirkungen entspricht. Es 


scheint, daf§ es sich dabei um ein ahnliches Zusammenwirken zweier 
Substanzen handelt. 
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der Enterokinase. Denn die Trennung der beiden Substanzen 
wurde ja aus einem Lebersaft vorgenommen, in der das Ferment 





schon in wirksamer Form vorhanden war. 


Cae 


Griinde dafiir, dali es sich um Beziehungen, wie zwischen 
Immunkorper und Complement handelt, lieben sich ebenfalls 
vorliiufig nicht beibringen. Es spricht die leichte Trennbarkeit 
durch einfaches Dialysieren dagegen. 

Nachdem aber in letzter Zeit sich die Beobachtungen ge- 
mehrt haben, nach welchen bei Fermentwirkungen im Korper 
2 Substanzen eine Rolle spielen (Enterokinase (Pawlow), Ein- 
fluB des Pankreas auf die Glykolyse der Muskeln (Cohnheim), 
Blutgerinnung u. a.) dirfte auch dieser Fall Interesse bean- 
spruchen, in welchem aus ein und demselben Organ ein iF 
Ferment und ein davon verschiedener, die Fermentreaktion erst 
ermoglichender Korper gewonnen wurden. 

Meinem Kollegen Jacoby sage ich auch an dieser Stelle 
fir vielfachen guten Kat meinen besten Dank. 
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Uber das Vorkommen von Albumosen im Blute. 
Von 
Emil Abderhalden und Carl Oppenheimer. 


(Der Redaktion zugegangen am 2. Juni 1904.) 


Kmbden und Knoop!) und spiiter Langstein?) haben 
entgegen den Befunden von Neumeister’) im normalen Blute 
Albumosen resp. Verbindungen  festgestellt, welche nach Ent- 
fernung der koagulablen Eiweibkorper durch die Biuretreaktion 
nachzuweisen sind. Dieser Befund ist fiir die Auffassung der 
Resorption der Eiweibkérper im Darme von Bedeutung. Jedem, 
der sich viel mit der Entfernung von Eiweifikorpern aus blut- 
serum und Blutplasma durch Hitzekoagulation beschaftigt hat, 
ist es geliiufig, wie auberordentlich schwer es gelingt, die letzten 
Spuren Eiweif zu entfernen. Es erschien uns nicht ausgeschlossen, 
dai der albumoseiihnlicghen Substanz der Koagulation  ent- 
gangene Eiweifikérper zugrunde liegen konnten. Zahlreiche 
sorgfaltig durchgefiihrte Versuche haben ergeben, dafi im Plasma 
sich in keinem Falle nach vollsténdiger Entfernung der koa- 
gulablen Eiweibkorper Biuretreaktion nachweisen lieb. Unter- 
sucht wurde Plasma von Pferd (3), Kaninchen (3), Hund (5), 
Rind (1) und Meerschweinchen (1). Zur Abscheidung der FKiweib- 
korper wurde das Plasma mit dem zehnfachen Volumen 10° oiger 
Kochsalzlésung verdiinnt, ganz schwach mit sehr ver- 
diinnter Essigsiiure angesiiuert, sodafi die Reaktion auch nach 
dem Erhitzen noch schwach, aber deutlich sauer war, und 


!) Gustav Embden und Franz Knoop, Uber das Verhalten 
der Albumosen in der Darmwand und iiber das Vorkommen von Albumosen 
im Blute. Beitrige zur chem. Physiol. und Pathol., Bd. IIL, 5. 120, 1902. 

*) Leo Langstein: Uber das Vorkommen von Albumosen im 
Blute. Ebenda. Bd. Ill, S. 373, 1902. 


‘') R. Neumeister, Zeitschr. fiir Biologie, Bd. XXIV, S. 272, 1888. 
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hierauf auf dem Wasserbad aufgekocht. Das Filtrat gab fast 
ausnahmslos in allen oft wiederholten Versuchen keine Spur 
einer Biuretreaktion. Zeigte das Filtrat Biuretreaktion, dann 
lieB sich stets der Nachweis ftihren, dab zu viel oder zu wenig 
Siiure vorhanden war. Aus diesen Biuretreaktion gebenden 
Proben konnten durch nochmaliges Aufkochen unter Herstellung 
der schwachsauren Reaktion stets noch koagulable Eiweibkorper 
entfernt und vollstiindig biuretfreie Proben erhalten werden. 

Von besonderem Interesse sind die Versuche an Hunden. 
Einem war direkt nach reichlicher Mahlzeit Plasma entnommen 
worden. Drei Hunde hatten mehrere Tage gehungert, und er- 
hielten dann grobe Mengen Fleisch auf einmal. Wenige Stunden 
(6—8) nach der Fiitterung wurden die Tiere get6tet, und sofort 
Herzblut und Blut aus der Pfortader aufgefangen. In keinem 
dieser Fille vermochten wir nach Entfernung der koagulablen 
Kiweibkorper biuretgebende Verbindungen nachzuweisen. Genau 
so verhielt sich ein Hund, der 4 Tage mit sehr grofen Fleisch- 
mengen gefittert worden war. 

Serum verschiedener Tiere |Hunde (2), Pferd (6), Rind (3), 
Kaninchen (6), Meerschweinchen (2)|} enthielt ebenfalls in fast 
allen Fiillen nur in der Hitze koagulable Eiweibkorper. Nur 
in drei Fiillen (1 Hund, 2 Kaninchen) gelang es nicht, vollstéandig 
biuretfreie Filtrate zu erhalten. Die Biuretreaktion war aber 
auch in diesen Fallen déiuberst schwach. 


Aus diesen Befunden geht hervor, dafB «Albumosen» auf 


keinen Fall zu den normalen Blutbestandteilen zu rechnen sind, 
zum mindesten nicht in einer Quantitit, die ihnen physiologische 
Bedeutung verliehe. Das Vorkommen von geringen Spuren soll 
dadurch nicht als ausgeschlossen gelten. 




































Uber den Donathschen Nachweis von Cholin in Fallen 
von Epilepsie. 


Von 
G. Mansfeld. 


Mit sieben Abbildungen auf dret Tafeln. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Konigl. ungar, Universitat zu Budapest. 
Direktor: Prof. Dr. A. v. BOokay,) 


(Der Redaktion zugegangen am 3. Juni 1904.) 


Im Verlaufe von experimentellen Studien uber Cholin, 
die ich derzeit noch nicht zum Abschluf gebracht habe, kam 
ich des Ofteren in die Lage, Cholin im Urin nachweisen zu 
sollen. Da dieser Nachweis laut Gumbrechts!) Untersuchungen 
mit groben Schwierigkeiten verbunden und dennoch nicht mit 
Bestimmtheit zu fiihren ist, kam mir eine vor kurzem publizierte 
Arbeit von Donath?) gelegen, als es genanntem Autor gelungen 
sein sollte, das Cholin sowohl in der Cerebrospinalfliissigkeit 
als auch im Urin mit absoluter Sicherheit nachzuweisen. 

Ks sei mir gestattet, in folgendem zu zeigen, dai hiervon 
nicht die Rede sein kénne, dai vielmehr der vermeintliche 
Nachweis von Cholin auf einem Irrtum beruht. 

Donaths Vorschrift Jautet wie folgt: 

[. In der Cerebrospinalfliissigkeit: Die steril auf- 
gefangene Fliissigkeit wird mit wenig verdiinnter Salzsiure ver- 
setzt und am Wasserbad zur Trockene verdunstet. «Der Riick- 


stand wird — und davon hiingt das tadellose Gelingen der 
Untersuchung ab — mit vollstandig wasserfretem Alkohol 


erschOpft. In den absoluten Alkohol gehen das neben dem 


') FE. Gumprecht, Cholin in der norm. u. path. Spinalflussigkeit 
und die physiolog. Funktion derselben (Verh. d. Kongresses fur innere 
Medizin, Wiesbaden, 1900). 

2) Julius Donath, Das Vorkommen und die Bedeutung des Cholins 
in der Cerebrospinalfliissigkeit bei Epilepsie und organischen Erkrankungen 


des Nervensystems, nebst weiteren Beitriigen zur Chemie derselben, Diese 


Zeitschrift, Bd. XXXIX, Heft 6, 5. 526, 1903. 
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NaCl] stets vorhandene KCl, sowie das — wie ich fand — 
fast nie fehlende (H,Nj)Cl nicht tiber, sondern nur das salz- 
saure Cholin, frei von jeder Beimengung von Chloralkalien. 
Durch Versetzen mit einer alkoholischen Loésung von Platin- 
chlorid entsteht in diesem alkoholischen Extrakt ein Nieder- 
schlag, der laut Donath aussehheblich aus Cholinplatinchlorid 
bestehen und als solches auf Grund zweier charakteristischer 
Kigenschaften zu identifizieren sein soll: 1. durch seine Leicht- 
lOslichkeit: in’ kaltem Wasser, im Gegensatz zu dem schwer 
lOslichen Kalium- und Ammoniumplatinchlorid; 2. durch seine 
charakteristischen Mfkrokristalle. 

Hl. Fiir den Nachweis von Cholin im Urin lautet die 
Vorschrift folgendermaben: «Der mit etwas Salzsiure ange- 
siiuerte Harn wird zur Trockene eingedampft, mit absolutem 
Alkohol ausgezogen, filtriert, wieder eingedampft, in Wasser 
aufgenommen, mit Salzsiiure und wiisseriger 10°/oiger Phosphor- 
wolframsiiure giinzlich gefallt, wobel gewohnlich eine griinlich- 
violette Fiirbune entsteht. Dieser Niederschlag wird auf dem 
Kilter mit salzsiiurehaltigem Wasser gewaschen, hierauf der 
Niederschlag in ein hohes Becherglas gespiilt und mit fein 
pulverisiertem Barythydrat behandelt. Nach kurzer Zeit wird 
dieses Gemenge abfiltriert und das Filtrat mit Kohlensiiure 
gesiittigt. Hierauf wird wieder filtriert und zur Trockene ein- 
gedampft, wieder mit absolutem Alkohol aufgenommen und 
schlieBlich mit alkoholischem PtCl, gefallt.» 

Kinige Tropfen der wiisserigen LOsung dieses Niederschlages, 
auf einem Objekttriger eingetrocknet, sollen die folgenden mannig- 
fachen Kristallformen zeigen: «Sigeformig gezihnte Kristall- 
gestalten in’ Form von Lanzenspitzen, bBlatt-, Kreuz- oder 
Rosettenform, letztere drei- oder vierblétterig — mitunter auch 
strahlen- oder garbenfOrmig geordnete Nadeln, scharf abge- 
schnittene Prismen oder auch sechsseitige rhombische Tafeln. 
Dieselben sind gelb oder, in sehr diinnen Schichten, wie ins- 
besondere die Nadeln, farblos. » 

Donath bezeichnet sein soeben geschildertes Verfahren 
als sehr genau; mit dessen Hilfe soll ihm der mikroskopische 
Nachweis von Cholin noch gelungen sein, wenn 100 ccm 
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normalen menschlichen Harnes nur 2 mg salzsaures Cholin 
hinzugefiigt wurden. 

Der Donathseche Nachweis von Cholin mul als richtig 
anerkannt werden, wenn es sich bewahrheitet, da 

a) die oben erwiihnten vielgestaltigen Mikrokristalle in 
der Tat durch Cholinplatinchlorid gebildet werden, und_ fiir 
diese Verbindung auch wirklich so charakteristisch sind, dab 
sie von den Kristallformen aller anderen, hier in’ Betracht 
kommenden Platindoppelsalze wohl zu unterscheiden sind: 

b) daB ferner in das absolut alkoholische Extrakt nicht 
einmal Spuren von Ammoniaksalzen tibergehen, da ja die 
Mikrokristalle von Ammoniumplatinchlorid von denen des Cholin- 
platinchlorids bekanntermaben nur schwer zu unterscheiden sind. 

Diese sub a und b angefiihrten Umstiinde sind als «con- 
ditio sine qua non» zu betrachten: sollten sie sich nicht be- 
wahrheiten, so ist das ganze Donathsche Verfahren als un- 
brauchbar anzusehen. 

a) Dab die von Donath abgebildeten Kristallformen nicht 
nur nicht charakteristiseh fiir das Cholinplatinchlorid, sondern 
auch gar nicht die des Cholins sind, ergab sich bereits bei 
meinen ersten Versuchen, die neue Methode auf ihre Brauch- 
barkeit hin zu priifen. Ich erhielt) nimlich aus dem Harn 
sesunder Hunde (die niemals Cholin bekommen hatten) mittels 
Donathschem Verfahrens dieselben Kristallformen, die Donath 
aus der — angeblich cholinhaltigen — Cerebrospinalfliissigkeit 
seiner Kranken dargestellt hatte. Zu demselben Resultat 
kam ich auch weiterhin immer, ob es sich nun um 
den Urin normaler Hunde oder gesunder Menschen, 
um die Cerebrospinalfliissigkeit eines an Meningitis 
tuberculosa leidenden Kindes oder eines getoteten 
Pferdes gehandelt hatte.!) (Siehe Fig. 1—6.) 

DaB es sich hier nicht um Cholinplatinchlorid handelt, 
dafiir habe ich noch einen anderen positiven Beweis. Aus 


') Die auf Seite 539 vorkommende Angabe Donaths, daf aus 
dem Harn eines Hundes, der subkutan 3—7 cg Cholin bekam, die er- 
wahnten Kristallformen nicht zu erhalten waren, erscheint um so be- 


fremdlicher, als ich jene Kristalle, wie oben angefiihrt, aus Jedem nor- 
malen Menschen- und Hundeharn darstellen konnte! 
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chemisch reinem Cholinum hydrochloricum (Merck) dargestelltes 
Platindoppelsalz zeigt nimlich —- nach kintrocknung eines 
Tropfens der wiisserigen Losung auf einem Objekttrager — 
ganz andere, ziemlich charakteristische, jedoch undeutliche 
kristallinische Formen. Auch kommt der von Donath im 
6. Heft, XXXIX. Band dieser Zeitschrift, reproduzierten Ab- 
bildung (Fig. 3) sehr wenig Beweiskraft zu. Zwar ist sie in 
dieser Publikation einfach «Salzsaures Cholinplatinchlorid, aus 
reinem synthetischen Cholin» bezeichnet; ich muB jedoch nach- 
driicklichst betonen, dab dieselbe Abbildung dem ungarischen 
Originaltext’ (Magyar orvosi Archivum, Bd. IV, Heft 1) bei- 
gefiigt, ausdriicklich als «ausgewahliten Kristallformen» 
nachgezeichnet, bezeichnet ist: demnach nicht einem Praparat 
entspricht. Es unterliegt wohl keinem Zweifel, dab solche 
Auswahl» nicht statthaft ist, wenn es sich um solch minutidse 
Beweisfiihrung, wie auf Grund von Mikrokristallen, handelt. 
b) Die Losung der Frage, welche hier in Betracht kommende 
Platinverbindung es sein kénne, die Donaths Mikrokristalle 
lieferte, ergibt sich ungezwungen aus der Analyse des zweiten 
der beiden oben erwihnten Postulata. Donath behauptet, dah 
in dem von ihm beniitzten vollkommen wasserfreien Alkohol 
Cholin allein, fret von jedem Chloralkali, tbergeht. Es ist aus 
Donaths Angaben zwar nicht ersichtiich, ob er die Extraktionen 
mit wirklich 100°,o1gem Alkohol — dessen Bereitung bekannt- 
lich ein besonders sorgfiltiges und umsichtiges Verfahren er- 
heischt — oder aber mit dem kiiuflichen sogenannten absoluten 
Alkohol vorgenommen hatte; doch zugegeben, dab Donath die 
Kxtraktion in der Tat mit solehem wirklich absoluten Alkohol 
vorgenommen hatte, erscheint die Behauptung, daf das Extrakt 
vollkommen frei von Ammoniumsalzen war, immerhin gewagt. 
Ks heibt zwar vom Chlorammonium, dab es in absolutem 
Alkohol wenig oder kaum loslich sei; jedenfalls bedeutet dies 
keine Unloslichkeit, bosonders dann nicht, wenn es sich um 


gleichzeitige Anwesenheit von — dem Urin oder dem Liquor 
cerebrospinalis entstammenden — organischen Verbindungen 


handelt. die die Lésbarkeit des Chlorammoniums bedeutend 
beeinflussen kénnen. Dal diese meine Zweifel genigend ge- 
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rechtfertigt waren, geht schon daraus hervor, dab Gumprecht!) 
unter allen Reaktionen des Cholins, gerade bei der Platinchlorid- 
reaktion, das Vorhandensein von Ammontiumsalzen als eine fast 
unumgehbare Quelle von Irrtiimern betrachtet und diese Reaktion 
nur in dem Falle als beweisend anerkennt, wenn die Anwesen- 
heit von Salmiak vollkommen ausgeschlossen werden kann. 

Ks ist mir aber auch gelungen, experimentell zu be- 
weisen, dal der faktisch wasserfreie Alkohol selbst das chemiseh 
reine Chlorammonium lost, und dai aus dem Trockenriickstand 
des Urins betriichtliche Mengen Salmiak in den absoluten Alkohol 
iibergehen. 

Den bei meinen Untersuchungen verwendeten Alkohol ent- 
wiisserte 2) ich auf foleende Weise: 

Den 98°/oigen Alkohol lie ich mit’ frisch gebranntem, 
also kohlensiiurefreiem Kalk 3 Tage in einem verschlossenen 
GefiiBe in der Kiilte stehen: kochte ihn sodann mittels Riick- 
flubkiihler 2 Stunden und destillierte thn schlieBblich ab. Der 
zum Aufsaugen des Destillats bestimmte Kolben wurde mit 
einem doppeltgebohrten Kork verschlossen. In der einen Bohrung 
stak das untere Ende des Kihlrohres, in der anderen ein mit 
zerkleinertem KOH gefiilltes Troeckenrbhrchen. Auf diese Weise 
ward der wasserfrei gewonnene Alkohol vor dem etwa_ von 
aufben eindringenden Wasserdampf geschiitzt und erwies sich, 
mit dem Alkoholometer bestimmt, stets als 100° /oig. Zur 
grOBeren Sicherheit stellte ich auch das spezifische Gewicht 
dieses Alkohols mittels Piknometer fest, dessen Anfillung bet 


genau 15.59 C. vor sich ging. 


Gewicht des Piknometers: 19,7427 g¢ 
Gewicht des Wassers -- > > 124.8450 
Gewicht des Wassers: 105,1003 g 
Gewicht des Piknometers +- absoluten Alkohols: 103.3094 g 
> > > > 19,7427 


Gewicht des absoluten Alkohols: 83,5667 g¢ 
83,9667 


—— 0.795 
105.1003 


') Gumprecht, |. e. 
*) Lassar-Cohn, Arbeitsmethoden fiir organisch-chemische Labo- 
ratorien (Verl. L. Voss, Hamburg u. Leipzig, 1901), Bd. 1, S. 110. 
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Dieses spezifische Gewicht entspricht einem 99,75 vol.°/oigen 
Alkohol. AuBerdem tiberzeugte ich mich vor jedem Einzelversuch, 
ob der angewendete Alkohol wasserfrei war, und bewerkstelligte 
die folgenden Extraktionen immer im Exsikkator, damit er auch 
SO bleibe. 

Mit dem in oben beschriebener Weise gewonnenen ab- 
soluten Alkohol fiihrte ich folgende Versuche aus: 

2 ¢ chemisch reinen Chlorammoniums wurden mit 2) cem 
absolutem Alkohol eine Stunde lang im Exsikkator in der Kilte 
extrahiert. Nach Verlauf dieser Zeit) wurde der Alkohol in 
eine vorher abgewogene Schale fillriert, sodann am Wasserbad 
verdunstet, der, wie es sich herausstellte, betriichtliche Rick- 
stand 12 Stunden lang im Exsikkator getrocknet und schheblich 
gewosen. Es verblieben in) der Schale O,O72 g, d. i. 3,6°%/0 
der urspriinglichen Quantitat des Chlorammoniums. !) 

Soviel hatte also der in der Tat 100°/o1ge Alkohol in 
Losung vebracht. 

Um zu ermitteln, wieviel an Ammoniumsalzen in den 
absoluten Alkohol tibergehen, wenn diese dem Urin entstammen, 
also auch organische Verbindungen anwesend sind, verfuhr ich 
foleendermaben : 

Von 200 com eines Hundeharns unterzog ich die eine 
Hiilfte der Ammoniakbestimmung nach Sehlosing: die andere 
Hiilfte siituerte ich omit) Salzsiiture an, lief sie eintrocknen, 
extrahierte) den Riickstand mit absolutem Alkohol, lieb das 
liltrierte alkoholische Extrakt eindampfen, loste den Riickstand 


') Als Erwiderung auf meine Bedenken, die ich genau wie in 
diesen Zeilen im 1. Hefte des V. bandes des «Magyar orvosi Archivum» 
geltend machte, wendete Donath im «Orvosi Hetilap» (1904, Nr. 11) 
em, dafyvich zu lange (i Stunde) extrahiert hiitte; mehr als 2—+4 Minuten 
lang durtte dies nicht geschehen. Zwar hatte es Donath unterlassen, 
diese Extraktionsdauer in seimer ersten, sowie auch in der deutschen 
Publikation (Diese Zeitschrift. le.) anzugeben; immerhin liefS ich seinen 
Kinwand gelten und wiederholte diese Extraktionsversuche unter den von 
Donath neuerdings gewunschten Kautelen: kam aber wieder zum selben 
Resultat: 2 ¢ Salmak gaben in nur 20 Sekunden 0,065 ¢, d.i. 3.2% 0 an 
wirklich absolutem Alkohol ab. — Somit auch dieser Kinwand Donaths 


hintiillig wird. 
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in Wasser und nahm nun in dieser Losung wieder die Am- 
moniakbestimmung nach Schlosing vor. 

Diese Bestimmungen ergaben in) den ersten LOO) com 
5.1 mg Ammoniak, in den zweiten 100 cem (d. h. in’ der 
wiisserigen Losung des alkoholischen Extraktes) 3,4 mg. Der 
absolute Alkohol vermochte demnach 66°/0 des im Urin= vor- 
handenen Ammoniums zu |osen. 

Ich darf es nun als erwiesen ansehen, dab auch der 
absolute Alkohol Ammoniumehlorid in Losung zu bringen ver- 
mag: in geringerem Grade, wenn es in chemisch reinem Zu- 
stande vorhanden ist: in ansehnlicher Menge jedoch bei An- 
wesenheit von organischen Substanzen, die dem = Urin= und 
zweifellos auch der Cerebrospinalfliissigkeit) entstammen. 

Um zu beweisen, dais der absolute Alkohol das Chlor- 
ammonium tberhaupt nicht zu losen vermag, stellte Donath 
folgenden Versuch an: Er fiigte zu einer abgewogenen Menge 
salzsauren Cholins «ein wenig» KCI, NaCl und (N,Nj)CL und 
fiillte das alkoholische Extrakt dieses Gemisches mittels alkoho- 
lischer PtC],-Losung. 

Das Gewicht des entstandenen Niederschlages entsprach, 
auf Cholin berechnet, in beiden mitgeteilten Fallen so ziemlich 
der urspriinglichen Cholinmenge, woraus Donath folgern zu 
diirfen glaubt, dab eben nur das Cholin in den Alkohol tber- 
segangen war. Auch wenn es sich um abgewogene Mengen 
von zugesetzten Chloralkalien gehandelt hatte, ware cine Analyse 
der Pt-Verbindung auf ihren Pt-Gehalt als dringendes Postulat 
anzusehen. Geradezu unerliiblich ist aber diese Analyse, wenn 
die Zutat in «kleinen» Mengen von Chloralkalien erfolgte: es 
ist durch nichts bewiesen, woraus die Platinverbindung eigent- 
lich bestanden hatte. 

Nachdem ich sub a gezeigt habe, dali Donaths WKristall- 
formen fiir das Cholin nicht im geringsten) charakteristisch 
sind, sub b aber bewtesen habe, dai die Ammonitumsalze, 
namentlich das (H,N)CL selbst in 100°/oigem Alkohol teilweise 
loslich sind, wurde ich zu der Annahme gedriingt, dab eben 


das yon dem absoluten Alkohol aufgenommene Chlorammonium 


es Ist, das mit PtCl, Donaths mannigfaltige Kristallformen bildet. 
{1 




























“7 ’ ve < ‘ . , 
164 G. Mansfeld. Uber den Donathschen Nachweis von Cholin ete. 


Um diese meine Annahme auf ihre Richtigkeit zu priifen, 
liste ich chemisch reines Chlorammonium in absolutem Alkohol 
und fillte das Filtrat mit alkoholischer PtCl,-Losung. Der 
Niederschlag wurde zur Entfernung des iiberschiissigen Platins 
wiederholt mit Alkohol gewaschen und schliefblich in Wasser 
velést. Einige Tropfen dieser wiisserigen LOsung wurden auf 
dem Objekttriiger getrocknet. Die unter dem Mikroskop 
sichtbaren Kristalle erwiesen sich als vollkommen 
identisch mit denen, welche Donath aus der Cerebro- 
spinalfliissigkeit von Kranken darstellte und fiir Cholin 
charakteristisch ansah. (Siehe Fig. 7.) 

Es ist wohl wahr, dab, wie Donath angibt, das Am- 
moniumplatinehlorid in Oktaeder- und Tetraederformen kristalli- 
siert; jedoch nur dann, wenn der Kristallisationsprozefh in ge- 
wohnter Weise aus einer groberen Fliissigkeitsmenge allmihlich 
vor sich gehen kann und nicht aus einem Tropfen in ktrzester 
Zeit. Dies gilt aber ebenso auch fiir das Cholinplatinchlorid ; 
bei normal ausgeftihrter Kristallisation lefert es, wie Donath 
selbst anfiihrt, grobe, schdn ausgebildete Formen, am Objekt- 
glas dagegen unregelmiibige, schlecht entwickelte Kristalle. Aber 
selbst in diesen unentwickelten Formationen sind die aus reinem 
Cholin dargestellten, wie ich es schon oben erwiihnte, wohl zu 
unterscheiden von denjenigen, welche wir aus jedem normalen 
Harn erhalten. : 

Ich glaube somit bewiesen zu haben: 

1. dab die nach Donaths Vorschrift dargestellten Kristalle 
fir Cholin nicht charakteristisch sind: 

2. dali diese Kristalle sich aus jedem normalen Harn und 
jeder Cerebrospinalfliissigkeit’ darstellen lassen: 

3. dab die Kristalle von Ammoniumplatinchlorid gebildet 
werden. 

















Zur Kenntnis der Thymusnucleinsauren. 


(Erste Mitteilung). 


Von 
H, Steudel. 


(Aus dem physiologischen Institut zu Heidelberg. 


(Der Redaktion zugegangen am 7. Juni 1904.) 


Kine moglichst vollstiindige Aufteilung der bei der Hydrolyse 
durch siedende Siituren entstehenden stickstoffhaltigen Zersetzungs- 
produkte der Thymusnucleinsauren ist bisher nicht versucht 
worden; solche Versuche sind aber erforderlich, um als Grund- 
lage fiir unsere Anschauungen tiber den Aufbau des Nuclein- 
siuremolekiils zu dienen. Erst wenn wir tiber die Menge der 
einzelnen bruchstiicke, die bei tiefgreifender Spaltung entstehen, 
geniigend unterrichtet sind, wird es erlaubt sein, sich dem 
Studium der schwerer fabbaren und bisher wenig charakte- 
ristischen intermediiiren Zersetzungsprodukte zuzuwenden. Da 
die Thymusnucleinsiiuren relativ stickstoffarm sind und es durch- 
aus erforderlich ist, die am Ende der Untersuchung erhaltenen 
kristallinischen Korper durch die Analyse zu identifizieren, so 
konnten die Versuche nur an groben Mengen Ausgangsmaterial 
vorgenommen werden; als solches habe ich vorliufig, um iiber- 
haupt einmal Anhaltspunkte zu bekommen, den nach der Vor- 
schrift von A. Neumann!) als a-Nucleinsiiure gewonnenen 
Korper in Form seines Kupfersalzes benutzt, von dem je 100 g 
der Spaltung unterworfen wurden. Hier sollen zuniichst die 
tesultate mitgeteilt werden, die ich bei der Zersetzung dieses 
Korpers mit Jodwasserstoffsiiure bei Gegenwart von phosphoriger 
Saure erzielt habe. Diese Methode bietet gegeniiber der Spaltung 
mit siedender Schwefelsiure oder Salzsiiture manche Vorteile. 


') Arch. f. Anatomie u. Physiologie, Physiolog. Abteilung 1898, 
S. 394; 1899 Spbd. 8. 552. 
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Die Versuchsanordnung gestaltete sich éhnlich wie die von 
Kossel und Kutscher!) bei der Spaltung der Eiweibkorper. 

Zu 28 ¢ amorphem Phosphor und 170 ccm Wasser werden 
unter Kiihlung allmiihlich 228 g Jod hinzugeftigt, dann die 
Fliissigkeit bis zur Farblosigkeit erhitzt und der tiberschiissige 
Phosphor entfernt. Mit dieser LOsung werden etwa 100 g a-nuclein- 
saures Kupfer im Paraffinbade 14 Stunden lang am Riickflub- 
kiihler gekocht. Dann wird die Fliissigkeit auf 11 aufgefillt 
und durch eine Stickstoffbestimmung die Menge der angewandten 
Substanz festgestellt. In diesem Falle siitttigten 5 eem, nach 
Kjeldahl?) mit 10 ccm konzentrierter Schwefelsiiure und einem 
bohnengroBen Stiick CuSO, 1 Stunde lang verascht, 31,3 ccm 
Nig Oxalsiiure ab, sodal also im Liter 8,736 ¢ N- enthalten 
waren. Da das trockene Priiparat von a-nucleinsaurem Kupfer 
im Durchschnitt 9.35°/o Stickstoff enthielt, waren also 93,5 g 
Substanz zur Verarbeitung gekommen. Nun wurde mit Blei- 
essig gefallt, um den Jodwasserstoff, die Phosphorsiiure und 
die phosphorige Siiure zu entfernen, der Niederschlag wieder- 
holt ausgekocht und mit heibem Wasser ausgewaschen. Dann 
wurde das iiberschiissige Blei mit Schwefelwasserstoff nieder- 
geschlagen, das Schwefelblet ebenfalls wiederholt) ausgekocht, 
siimtliche Filtrate vereinigt und zur Entfernung der Essigséure 
mehrmals zur Troeckene gebracht. Als nun die weibe zuriick- 
gebliebene Kristallmasse in 1 1 Wasser wieder gel6st wurde, 
siittigien 5 com 27,6 cem "/1o Oxalsiiture, soda nur noch 


') Diese Zeitschrift, Bd. XNXAI, S. 165. 


®) Simtliche Kjeldahbibestimmungen wurden doppelt ausgefiilrt 





und zeigten gute Uebereinstimmung. Selbstverstindlich werden weder 
Kutscher noch ich auf die in gewissen, von uns in unserer Arbeit «Uber 
die Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl» (Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, 
S.12) niiher bezeichneten Grenzen héchst zweckmafige Methode der Stick- 
stoffbestimmung verzichten. Wer unsere Arbeit aufmerksam gelesen hat, 
wird wissen, dafsv der gréfMe Teil der gegen unsere Arbeit gerichteten 
Entgegnungen gar nicht das Wesen der Sache getroffen hat und eigentlich 
iiberfliissig war. Auch in den Arbeiten, die uns widerlegen sollten, ist 
festgestelll und, wenn auch nur zOgernd, zugegeben worden. dafs sich 
die von uns untersuchten Substanzen erheblich schwerer nach Kjeldahl] 
veraschen lassen, wie gewOhnlich angenommen wird und wie sich nach 


Angabe der gebriiuchlichen Lehrbiicher vermuten lef. 
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7,728 g Nim Liter waren. 1.008 ¢ waren also als sogenannter 
Huminstickstoff in den Niederschliigen stecken geblieben. Jetzt 
wurden je 50 com mit BaCO, destilliert, zur Bestimmung des 


sodah im Liter 0.6132 ¢ Ammoniakstiekstoff enthalten waren. 
Darauf wurde durch Sieden mit BaCQO, siimtliches NH, aus der 
I liissigkeit entfernt undsie nun auf einen Gehalt von 5°/o Schwetel- 
siiure gebracht und mit Phosphorwolframsiiure ausgefallt, die gut 
mit 5°/oiger Schwefelsiiure ausgewaschene Fiillung mit Atzbaryt 
zersetzt, der phosphorwolframsaure Baryt mehrmals ausgekoeht 
und aus dem mit Schwefelsiiture schwach angesiuerten Filtrate 
mit neutralem Silbernitrat die Alloxurbasen in Form ihrer Silber- 


nitratverbindungen!) ausgefiallt. 


Fillung I. 


Durch lingeres Digerieren mit tiberschiissizem Ammoniak 
wurden die Silbernitratverbindungen der Purinbasen in die 
Silberverbindungen tibergefiihrt, diese mit) Salzsiiure zersetzt 
und das ablaufende Filtrat nach dem bewiihrten Verfahren von 
Kruger und Salomon aufeeteilt, und zwar, da voraussichtlich 
viel Guanin und Adenin zu erwarten war, nach der von Kriiger?) 
und Schittenhelm angegebenen Modifikation. 

Die Losung wurde bis anf elwa 100 cem konzentriert, 
mit Ammoniak im miiBigen Uberschuf versetzt und nach 
24stiindigem Stehen vom Niedersechlag getrennt. Der Nieder- 
schlag wurde noch einmal mit 2°/o NH, in der Wirme digeriert, 
wieder nach 2% Stunden filtriert und nun in verdiinnter Natron- 
lauge gelost und mit Essigsiiure ausgefillt. Auf diese Weise 
wurden 0.6790 g Guanin gewonnen, das zur Analyse in’ das 
schwefelsaure Salz tibergefiihrt wurde. 

0.1534 g siittigen ab 35.0 com 40 Oxalsiiure — 31.94% N 

Berechnet fiir (C,H,;N,O), H,SO,+-2H,0: 32.21% >» 

simtliche ammoniakalischen Filtrate wurden vereint. mit 
Salzsiure angesiiuert, wiederhoit) zur Trockne gebracht. zum 


‘Fr. Kutscher, Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI. S. 124 Anm 
*) Diese Zeitschrift. Bd. XXXV. S. 153. 
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Schluf unter Zugabe von Alkohol, dann in etwa 150 ecm 
Wasser gelost und mit Natriumpikrat vollkommen ausgefiillt. 
Der Niederschlag wurde sofort abgesaugt und erwies sich nach 
einmaljgem Umkristallisieren ,als vollkommen reines Adenin- 
pikrat vom Schmelzpunkt 281° (unkorrigiert). Erhalten wurden 
so 6.1490 g = 2,264 ¢ treies Adenin. 

Jetzt wurde das Filtrat mit Ammoniak alkalisch gemacht, 
mit ammoniakalischer Silberlosung der Rest der Basen gefillt, 
die Fiillung mit Salzsiiture zersetzt und wie oben die Siéure 
verdampft. Als nun der Riickstand mit Wasser bei 40° langere 
Zeit digeriert wurde, blieb ein Teil ungelést, der sich seinem 
Verhalten starker Salpetersiiure gegeniiber als Xanthin erwies. 
Das charakteristische Xanthinnitrat wurde mit Ammoniak iiber- 
siittigt, zur Trockne gebracht und das freie Nanthin als solches 
analysiert. Die Ausbeute betrug 1,60. g. 

0.1554 g siittigen ab 40.5 ccm 4/10 Siiture==36,5%o N. 
Berechnet fiir CLH,O.N, : 36.8 °/0 

Der in Wasser losliche Teil des Riickstandes erwies. sich 
als Hypoxanthin, das erst in das Pikrat und dann in das 
Nitrat tibergefiihrt wurde. Von diesem wurden 1,753 g erhalten. 

Das von der Fiillung | ablaufende Filtrat wurde zuniichst 
mit Silbernitrat so lange versetzt, bis siimtliche Basen in die 
Silberverbindungen iibergefiihrt worden waren, und dann diese 
mit Barytwasser ausgefallt. 


Fillung IO. 

Der Niederschlag wurde mit Salzsiiure zersetzt, das Filtrat 
hei niederer Temperatur zur Trockene gebracht, mit Kohle 
entfirbt und mit Natriumpikrat ausgefallt. Nachdem aus der 
Fiillung die Pikrinsiiure mit Benzol und Salzsiiure entfernt 
war, lieferte das Filtrat beim Einengen 4,416 g Cytosinchlorid. 

0.1823 © siittigen ab 36.8 cem 1/10 Siiure = 28.26% N, 
Berechnet fiir C,H,ONH,CI: 28,54°/o » 

Das Filtrat von Faéllung I gibt) nach Entfernung des 
Baryts und des Silbers und nach dem Ansa&uern mit Salzsaure 
keine Fiillung mehr mit Phosphorwolframsaure. ') 


-” 


') fr. Kutscher, Marburger Sitzungsberichte, Juni 1901; Nr. 7. 
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Nunmehr wurden aus dem Filtrat von der Phosphor- 
wolframsaurefallung die Siiuren mit Barythydrat, dann = der 
liberschiissige Barvt mit Schwefelsiiure entfernt, bis die Reaktion 
gegen Lakmus neutral wurde. Als die Fliissigkeit jetzt einge- 
engt wurde, schied sich ein Gemenge von Thymin und Uracil 
aus, das ich in Ermangelung einer guten Trennungsmethode 
nicht weiter aufgeteilt, sondern als solches analysiert habe. 
Die Ausbeute betrug 4,653 g. 

0.1976 ¢ sittigen ab 33,0 cem "10 Siéiure = 23.38% 0 N. 

Der Rest des Thymins und Uracils wurde aus der Mutter- 
lauge als schwerlosliches Silbersalz mit Silbersulfat und Baryt- 
hydrat isoliert und lieferte noch 1,280 ¢ des Gemenges, das 
mit dem iibrigen vereint wurde. Die nun noch verbleibende 
Flissigkeit enthielt nur noch spurenhaft Stickstoff. 

stellt man die erhaltenen Resultate zusammen, so haben 
sich als Zersetzungsprodukte isolieren lassen: 


0.6790 ¢ Guanin mit O3151 g N 
2.2640 » Adenin > 1.1750 
1.6000 » Xanthin >» O5888 » > 
1.7530 » Hypoxanthinnitrat » 04539 
4.4160 » Cytosinchlorid » 1.2590 » » 
5,933) » Thymin u. Uracil » = 1.3870 
dazu noch Ammoniak 0.6152 » » 


5.7920 ¢ N 





Setzt man den Gesamtstickstoff des Ausgangsmaterials 
8,736 g N=100, so sind, in Prozenten ausgedriickt, hiervon 


enthalten: 

Im Humuinstickstoff 11,540 

» Ammoniak 7002/5 

>» Guanin 3,61°% 0 

» Adenin 13,450 

>» Xanthin 6.74% 

>» Hypoxanthin 5,20° 0 

» Cytosin 11,45°/o 

>» Thymin u. Uracil 15,88 °)o 

74.87 lo 


Es haben sich mithin rund 75°/o des Stickstoffs wieder- 
finden lassen. Selbstverstiindlich kann ich diese Zahlen nur 
mit aller Reserve geben, da die Schwierigkeiten, einen solchen 
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Versuch annihernd quantitativ durchzufiihren, sehr grof sind 
und mir vor allen Dingen noch die Zahlen der auf andere 
Weise durchgefiihrten Spaltungen fehlen: doch scheinen sich 
die Mengen Guanin und Adenin, die man bei Schwefelsiure- 
spaltung erhilt, nicht wesentlich von den hier gewonnenen zu 
unterscheiden.  Auffallend sind die Mengen Xanthin und Hypo- 
xanthin, die sich modglicherweise erst sekundir wihrend des 
Siedens gebildet haben. Eine Entscheidung dieser Fragen konnen 
nur weitere Versuche geben, die von mir fortgesetzt werden. 

Anmerkung: Buritan hat in Ber, d. deutsch. chem. Gesellschaft 
Bd. 37, 5. 708 eine Reaktion angegeben, durch die der Ort der Phosphor- 


bindung an den Purinkern in der Nucleinsiiure bewiesen sein_ soll. 


Nach meinen Versuchen gibt nun das Thymin vorausgesetzt, dafs man 
Natronlauge anwendet — dieselbe Farbenreaktion, trotzdem hier gar kein 


Stickstoff in der 7-Stellune vorhanden ist. Die von Burian aus der 


Reaktion gezogenen Schiiisse erscheinen mir daher durchaus nicht bindend. 











Die Kohlehydratgruppe des Serumglobulins, des Serumalbumins 
und des Eieralbumins. 
Von 


L. Langstein. 


Der Redaktion zugegangen am 31. Mai 1904.) 


In einer unter obigem Titel eben ersehienenen Arbeit) berichten 
Abderhalden, Bergell und Dé6rpinghaus tiber Untersuchungen, die 
feststellen sollten, «<inwiefern und in weleher Weise Kohlehydrate am 
Aufbau der genannten Eiweifk6Orper beteiligt sind.» Mit Riieksicht auf 
fruhere und noch im Gange befindliche Untersuchungen selen mir emige 
Bemerkungen zur Arbeit der dre: genannten Autoren gestattet. leh mu 
dieselben mit einer Berichtigunge einleiten. 

Abderhalden, Bergell und Dorpinghaus sehretben, ich hiitte 
das aus Eieralbumin abgespaltene und identifizierte Glukosamin als das 
isomere Produckt des gew6hnlichen angesprochen. Obwohl die von mir 


isoherten Glukosaminkristalle ein, wie Prof. Bruhns. seinerzeit fand, 


etwas abweichendes kristallographisches Verhallen zeigten eine Tat- 
sache, die durch die kristallographischen Forschungen Tanrets') uber 
das Glukosamin hinreichend erkliirt ist habe ich?) doch geschrieben: 


Aus dem abweichenden kristallographischen Verhalten weitere Schliisse 
zu ziehen, etwa auf ein stereoisomeres Glykosamin, wiire verfrihte 
und an anderer Stelle: «Es Kann demnach an der Identitat der vorge- 
tundenen Kristalle mit salzsaurem Glykosamin kein Zweifel bestehen.» 

Die von den genannten Forschern beziiglich der Kohlehyvdrat- 
sruppe des Ovalbumins gewonnenen Resultate (ste geben nicht an, ob 
sie ein kristallisiertes Praparat untersucht haben) sind daher nur eine 
Bestéitigung der meinigen. 

Dafi die Kohlehydratgruppe dem Eieralbumin nur in irgend einer 


‘orm beigemengt ist, ist mit Riicksicht auf die Befunde Seemanns?®) 


') Tanret, Bulletin de la Société chimique (3), Bd. AXVIL, S. 802. 
Neuberg u. Heymann, Beitrige zur chem. Physiol. u. Pathol, 

Bd. Il, S. 205. 
*) L. Langstein, Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, 1 ou. 2, 8. 56, vgl 
I, S&S. 63 


auch Ergebnisse der Physiologie, Bd. . 


') Seemann, Inaug.-Diss. Marburg, LS98. 
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und die meinigen an kristallisiertem Material nicht nur unwahrscheinlich, 
sondern wohl giinzlich abzulehnen. Fir eine solche Annahme sind die 
Ausbeuten an reduzierender Substanz, die Seemann und ich erhalten 
haben, zu grof und waren nur zu erkléren, wenn 100 g Eieralbumin 
20 bis 30 g Ovomukoid beigemergt gewesen wiiren. Dies ist aber aus- 
geschlossen, da ich ein dreimal umkristallisiertes Priparat benitzt habe. 

lch') habe seinerzeit von den Resultaten meiner Versuche berichtet, 
die zeigten, dafK§ héchstens 42% Glukosamin aus Serumalbumin abge- 
spalten werden kann. 

In diesem Falle hat die zuerst von Hammarsten®) ausgesprochene 
Vermutung, es handle sich um Verunreinigungen§ des_ kristallisierten 
Miweifkorpers, gréferen Anspruch auf Wahrscheinlichkeit, zumal ich in 
einem Versuche keine reduzierende Substanz erhalten konnte. 

Abderhalden, Bergell und Dérpinghaus geben an, sie hatten 
Serumalbuminpriiparate in Hiinden gehabt, die keine Spur einer Reaktion 
nach Molisch gaben. Diese Tatsache wiirde fiir die Auffassung von 
Hammarsten sprechen; meine Befunde waren dann vielleicht so zu 
erkliren, dafX meinem Serumalbumin geringe Mengen der im Blute gelést 
vorkommenden, nicht koagulablen EiweifKk6rper beigemischt gewesen sind, 
in denen Zanetti’) einwandfrei Glykosamin nachgewiesen hat. Mir ist 
es allerdings bisher noch nicht gelungen, Priiparate, wie sie Abder- 
halden, Bergell und Dérpinghaus beschreiben, darzustellen, und 
komme ich auf Grund demnachst zu ver6ffentlichender Versuche immer 
mehr zur UVeberzeugung, daf sich das Glukosamin auch am Aufbau des 
kristallisierten Serumalbumins beteiligt. (Vel. auch die Ansicht Cohnheims 
in diesem Punkte in seiner eben erschienenen Chemie der Eiweifkorper.) 
Ich komme nun zum letzten Punkte, der Besprechung der Kohlehydrat- 
gruppen des Blutglobulins, den ich, da meine diesbeziiglichen Versuche 
an etwas schwerer zugiinglichen Stellen niedergelegt sind, ausfithrlicher 
erortern mul, 

In der ersten Arbeit‘) tiber die Kohlehydrate des Blutglobulins 
berichtete ich, dafi' sich aus diesem durch Séure eine Aminohexose, 
Glukose und Kohlehydratsiiuren abspalten lassen, wiihrend das Prifor- 
mirtsein der nachgewiesenen Fruktose zweifelhaft blieb. 

Abderhalden, Bergell und Dérpinghaus haben unter Ein- 
haltung der von mir angegebenen Methodik gleichfalls Glukose nach- 
weisen kiénnen und damit meinen Befund in erfreulicher Weise bestitigt. 
Sie schliehen jedoch daraus nicht, daf§ das Serumglobulin eine prafor- 


'! L. Langstein, Beitriige zur chem. Phys. und Path. Bd. L. 


S. 299, 1901. 

2) Hammarsten, Ergebnisse d. Physiolog., Bd. I, 5S, 330. 

8) Zanetti, La chim. ital., Bd. I, 8. 160—164, 8. 5. 1903. 

‘’ L. Langstein, Sitzungsber. d. kaiserl. Akad. d. Wissensch. zu 
Wien, CXII, Abt. Ilb 1903. 
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mierte Kohlehydratgruppe enthilt; denn die verschiedenen Globulin- 
priparate hatten verschiedenen Kohlehydratgehalt, und die von ihnen 
sefundenen Menge Glukose war zu gering. 

Dazu ist zu bemerken, dafS es methodisch vorliufig unmdézlich ist, 
aus dem Gemenge der aus Globulin zweifellos abspaltbaren Kohlehydrate 

es handelt sich um ungefahr 1 °/o die Glukose quantitativ zu be- 
stimmen. 

Dafi die verschiedenen Globulinpriparate einen verschieden hohen 
Gehalt an Glukose haben, wiirde gut zu der von mir vertretenen An- 
schauung stimmen, daly die Globulinglukose nur locker gebunden, nur 
Transportzucker ist — eine andere Stiitze dieser meiner Annahme haben 
ja die Versuche von Bial') und Bluinenthal!?) gebracht. 

Mir kam es in den ersten Versuchen nur darauf an, zu zeigen, 
daf\ die nachgewiesene Glukose sich nicht von mechanisch beige- 
mengten Substanzen nicht eiweifartiger Natur ableitet. DafK¥ dem wirklich 
so ist, dafiir sprechen aufer meinen von Bial, Blumenthal und nun 
auch von den genannten drei Autoren bestitigten Versuchen eine grofhe 
Reihe biologischer Tatsachen, wie auch einfache chemische Uberlegungen, 
die ich in dem eben erschienenen Aufsatz*) in den Ergebnissen der 
Physiologie eingehend erortert habe. Ich habe keineswegs behauptet, 
daf} simtliche EKiweifk6rper der Globulinfraktion Kohlehydrat enthalten, 
denn ich schrieb ausdriicklich: «Dabet soll vollstindig von der Frage 
abgesehen werden, inwieweit wir das Globulin als ein Gemenge ver- 
schiedener EiweifkOrper zu betrachten haben.» 

Zur Bestéitigung der von Mérner?*) und mir ermittelten Tatsachen 
haben die genannten drei Autoren aus Globulin einen dextrinartigen 
Koérper gewinnen kénnen. 

Der Untersuchung dieses war eine Arbeit gewidmet,®) die ich am 
9. Marz 1904 der Kaiserlichen Akademie der Wissenschaften in Wien 
unterbreitete. Ich habe in derselben dariiber berichtet. dafi es durch 
verschiedene Methoden gelingt, dieses Kohlehydrat) darzustellen, dah 
jedoch die Analysenwerte desselben auferordentlichen Schwankungen 
unterliegen. Zum Unterschiede von den dextrinartigen Korpern aus 
Mucinen und Mukoiden gibt das polymere Kohlehydrat aus Globulin 
nicht die Ehrlichsche Reaktion mit Dimethylamidobenzaldehyd, woraus 
ich auf eine andere Konstitution schlof. 

Fs ist mir auferdem gelungen, zu zeigen, dafs der durch Alkali- 
spaltung aus Globulin erhaltene, durch Alkohol fiillbare, allerdings nicht 


') Bial. Zeitsehr. f. klin. Med., Bd. 50. S. 5 u. 6. 
2) Blumenthal, Deutsche med. Wochenschr... 1903. S. 25. 


2 
0 


L. Langstein, Ergebnisse d. Physiolog., 1904, S. 433. 

4) K. A. H. MGrner, Zentralbl. f. Physiol., Bd. 7, S. 581. 

5) L. Langstein, Sitzungsber. der Kaiserl. Akad. der Wissensch., 
Math.-naturw. Kl. 111. Abteil. UI, Marz 1904. 
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weiter gereinigte Sirup bei der Spaltung Glukosamin liefert — damit ist 
wohl auch die Natur der Aminohexose aufgeklirt. 

Gemeinsam mit Neuberg habe ich eine Untersuchung im Gange, 
die die Aulkliirung der Konstitution des tierischen Gummis, das durch 
Enzyme aus Globulin abgespalten wird, bezweckt. Sollten dieselben das 
Ergebnis haben, dafi, vermengt mit dem von MOrner und mir nach- 
gewiesenen stickstoffhaltigen Kohlehydrat, im Blutglobulin ein’ stickstoff- 
freies vorkommt auf welche Moglichkeit ich in zitierter Arbeit hin- 
gewiesen habe —, so gewinne die von mir im eben erschienenen Band 
der Ergebnisse ausgesprochene Hypothese von der Existenz eines wahren 
tierischen Guiamis Bedeutung. 

bezigheh der von mir ttm Serumglobulin wie auch im Serum- 
albumin aufgefundenen Kohlehydratsiiuren Kann ich mich um so kurzer 
fassen, als ich daritiber bald ausfiihrlicher berichten will, 

ks handelt sich um substanzen, die moéglicherweise zu den von 
Orgler und Neuberg') im Knorpel, von Skraup?) eben in einer Reith 
von Kiweibkorpern getundenen Siituren Beziehungen haben. 

Die von Abderhaiden, Bergell und Dérpinghaus bezighch 
der Kohlehydratgruppe nach den von anderen und mir beniitzten Methoden 


gsewonnenen Resultate bieten nach dem im vorhergehend Ausge- 
fihhrten, ohne Neues hinzuzufiigen das Serumalbumin vielleicht aus- 
genomimen eine willkommene Bestiitigung der von anderen und mir 


gewonnenen Resultate. 


Berlin, Mar 1904. 


'Y Oregler und Neuberg, Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI, S. 407. 
7) Skraup, Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch., Mai 1904. 
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weiter gereinigte Sirup bei der Spaltung Glukosamin liefert — damit ist 
wohl auch die Natur der Aminohexose aufgekliart. 

Gemeinsam mit Neuberg habe ich eine Untersuchung im Gange, 
die die Autkliirung der Konstitution des tierischen Gummis, das durch 
Enzyme aus Globulin abgespalten wird, bezweckt. Sollten dieselben das 
Ergebnis haben, dafi, vermengt mit dem von Morner und mir nach- 
gewiesenen stickstoffhaltigen Kohlehydrat, im Blutglobulin ein. stickstoff- 
freies vorkommt auf welche Modglichkeit ich in zitierter Arbeit hin- 
gewiesen habe —, so gewiinne die von mir im eben erschienenen Band 
der Ergebnisse ausgesprochene Hypothese von der Existenz eines wahren 
lierischen Guiomis Bedeutung. 

Beziglch der von mir tm Serumglobulin wie auch im Serum- 
albumin aufgefundenen Kohlehydratsiuren Kann ich mich um so kiirzer 
fassen, als ich dartiber bald ausfiihrlicher berichten will. 

Ks handelt sich um substanzen, die modglicherweise zu den von 
Orgler und Neuberg') im Knorpel, von Skraup?) eben in einer Rethe 
von Kiweifhkorpern gefundenen Siaiuren Beziehungen haben. 

Die von Abderhalden, Bergell und Dérpinghaus beziiglich 


der Kohlehydratgruppe nach den von anderen und mir beniitzten Methoden 


gewonnenen Resultate bieten nach dem im vorhergehend Ausge- 
fulirten, ohne Neues hinzuzufiigen das Serumalbumin vielleicht aus- 
genommen — eine willkommene bestiitigung der von anderen und mir 


gewonnenen Resullate. 


Berlin, Mar 1904, 


'y Orgler und Neuberg, Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI, S. 407. 


7) Skraup, ber. d. deutsch. chem. Gesellsch., Mai 1904. 








Untersuchungen iiber das Vorhandensein von Arsen in den 
normalen Geweben vermittelst der biologischen Methode. 


Von 


Dr. M. Segale. 


(Aus dem hygien. Institut der K. Universitat in Genua, Direktor Prof, Dr. P. Canalis.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3. Mai 1904 


Das von Gautier im Jahre 1899 festgestellte!) Vorhanden- 
sein von Arsen im Organismus ist noch heute Gegenstand 
lebhafter Erérterungen, besonders nach den negativen Resultaten 
von Hédlmoser, Cerny und Ziemke. *) 

Ich habe versucht dieses Metalloid im tierischen Organis- 
mus zu suchen, unter Anwendung des auferordentlich empfind- 
lichen Reagens, welches von Gosio®) vorgeschlagen ist, namlich 
des Penicillium brevicaule. 

Mit Ausnahme von Ziemke hat sich, soviel ich weib, 
bisher noch niemand die Aufgabe gestellt, die Reaktion der 
Arsenikpilze auf die normalen tierischen Gewebe zu studieren : 
die wenigen diesbeziiglichen Angaben in der Literatur beziehen 
sich auf Kontrolluntersuchungen, welche an gesunden Geweben 
angestellt sind, gegeniiber solchen, in welche Arsenik in ver- 
haltnismibig bedeutender Menge, in Form. loslicher Salze 

') Gautier, Comptes Rendus de lTAcad. des Sciences, Paris, 

Vol. 129, p. 130, 131. 
Derselbe, Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, XXXYV. 
2) H6dlmoser, Diese Zeitschrift, Bd. XXXIIL. 
Cerny, Diese Zeitschrift, Bd. XXXIV. 
Ziemke, Vierteljahrsschrift f. gerichtl Med., Bd. XXXII. 
3) Gosio, Berichte d. Deutsch. chem. Gesellschaft, 1897. 
Hygienische Rundschau, 1897. 
Rivista Igiene e sanita publica, 1893. 
Policliniea, VII, 1900. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie. XLII. 12 
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kiinstlich eingefiihrt worden war. — Ziemke experimentierte 
an 4 Schilddriisen, die er zerschnitten und im_ Brutschrank 
vetrocknet hatte, und erzielte dabei negative Resultate. Bel 
diesen Untersuchungen hat er nicht in Betracht gezogen, dab 
das Penicillium brevicaule nur auf lésliche Stoffe leicht’ ein- 
wirkt, wiéhrend das Arsen im = normaien Organismus  wahr- 
scheinlich als Begleiter des Jods auftritt und mit demselben 
in dem Eiweibmolekiil — im Globulin (Ostwald) oder im 
Nucleoalbumin (Gautier) —— enthalten und daher in einem 
durch das Penicillium nicht direkt angreifbaren Zustand ist. 
Die Anwendung der Autolyse hat es mir ermoglicht, die Frage 
in glatter Weise zu losen, ohne Verunreinigungen dureh kom- 
plizierte chemische ZerstOrungsprozesse der organischen Stoffe 
befiirchten zu miissen. Dies ist um so bedeutungsvoller, da 
mit der Empfindlichkeit) der Untersuchungsmethoden auch die 
Anforderungen an die Reinheit der Reagentien wachsen miissen. 

Ich habe somit zuniichst die verschiedenen der Unter- 
suchung zu unterwerfenden Gewebe der Autolyse tiberlassen, 
damit die allenfalls darin vorhandenen, sehr geringen Arsen- 
mengen in Loésung tibergefithrt und dem Penicillium zugiinglich 
gemacht werden. Die fein zerkleinerten Gewebsmassen 
wurden mit Wasser und eimigen Tropfen Chloroform versetzat 
und im Brutschrank bei einer Temperatur von 357° wahrend 
einer zwischen 20 und 60 Tagen schwankenden Zeitperiode 
digeriert. 

Die autolysierte Masse fiillte ich in Erlenmeyersche 
Kolben ab. in welehen auf einem Substrat von Kartoffeln oder 
Brot tippige Kulturen von Penicillium gewachsen waren, ver- 
schlob die Flaéschehen mit Watte und einer Gummikappe und 
stellte sie in den Brutschrank zuriick. Mit dem zur Ver- 
diinnung beniitzten Wasser fiihrte ich Kontrollversuche aus, 
ebenso mit dem Chloroform, dem Brot oder Kartoffelbrei, und 
ehe ich die Substanz dem iippig wachsenden Penicillium zu- 
setzte, kontrollierte ich, ob nicht etwa die Reaktion in den 
Kélbchen schon eingetreten ware, etwa infolge geringer im 
Brot oder im Wasser enthaltener oder vom Glas aufgeloster 


Spuren von Arsen, 
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Unter solchen Versuchsbedingungen erzielte ich in den 





giinstigsten Fallen nach 2—3 Tagen, in anderen Fiillen, wenn 
die Menge des Materials sehr klein oder die vorbereitende Ein- 
wirkung eine kurze gewesen war, nach S—10 Tagen den 
charakteristischen Geruch. — Immerhin kam es nicht selten 
vor, dafi ich bei der direkten Untersuchung ein negatives Re- 
sultat erhielt, und dai erst nach dem Zerdriicken der auf dem 
Boden liegenden Brotschichte die Reaktion festgestellt werden 
konnte. Zuweilen mute ich das Fliischchen auch in den 
Ofen zuriickbringen und ich konnte dann erst nach 24 oder 
48 Stunden die Reaktion feststellen. 

Bei einigen Experimenten, bei welchen ich die Gewebe 
schon wenige Tage nach Beginn der Autolyse zu der Peni- 
cilliumkultur hinzubrachte. wurde die Reaktion bedeutend hinaus- 
geschoben, wahrscheinlich weil sich die autolytischen Vor- 
eange erst allmiihlich ausbilden mubten. 

Gleichzeitig mit der ersten Serie von Untersuchungen 
machte ich andere mit frischen Organen und mit solchen, 
welche ohne Chloroform bei 37° mit Wasser digeriert worden 
waren. Bei den frischen Organen lief die Reaktion ganz 
im Stich oder sie wurde ganz bedeutend verzogert: mehr als 
einen Monat; bei Abwesenheit des Chloroforms waren die Re- 
sultate verschiedene Male positiv, andere Male infolge sekundirer 
Verunreinigungen zweifelhatt. 

Ich habe die Penicilliumreaktion an verschiedenen Tieren, 
sowohl an ausgewachsenen, als an neugeborenen und an /oten 
gepriift: an Meerschweinchen, Hunden, Hiihnern, Sperlingen 
und am Menschen. Was den letzteren anbetrifft, so habe ich 
auber Menstrualblut nur drei Fille: einen FOtus und zwei Neu- 
geborene untersucht. In allen diesen Fiillen konnte ich eine 
vorhergehende Arsenikker der Mutter ausschliefen. 

Zur Untersuchung wurde benutzt: Schilddriise, Milz, Leber, 
Nieren, Thymusdriise, Hoden, Prostata, Speicheldriisen, Bulbus 
des Auges, Muskeln, Nebennieren, Placenta, Menstrualblut; in 
allen diesen Organen erzielte ich unter den obengenannten 
Grenzen und Versuchsbedingungen positive Resultate bei tber 
60 Versuchen. 


12+ 
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Ich hatte dagegen negative Erfolge in 12 Fallen bei Horn- 
gebilden, Federn, Haaren, Klauen, da es mir nicht gelang, bei 
diesen Geweben wiihrend des Zeitraums, tiber welchen ich die 
Versuche ausdehnte, eine Autolyse zu erregen. 


Nach den Arbeiten von Maassen!) schien es mir bei 
dem positiven Ausfall der Reaktion mit dem Penicillium  bre- 
vicaule notwendig, festzustellen, ob die Reaktion nicht vielleicht 
durch Selen oder Tellur hervorgerufen sein konnte. 

Zuniichst habe ich die Untersuchungen Maussens_ kon- 
trolliert und ich kann sie bestiitigen, was das Tellur ‘anbe- 
trifft, obwohl es mir scheint, als ob der beim Tellur auftretende 
Gieruch ein etwas anderer, vielleicht mehr triffelartiger ist, 
wihrend beim Arsen ein scharfer Knoblauchgeruch auftritt. 
Der Unterschied ist jedoch gering. Was das auch als Tetra- 
chlorid untersuchte Selen anbelangt, so fand ich den Geruch 
dem des Arseniks wenig iihnlich, so dafh= man sie nicht ver- 
wechseln kann. 

Ich konnte weiter bemerken, dab, wenn man auf einen 
lippig wachsenden Penicilliumrasen einige Tropfen der oben 
erwiithnten Salze in verdiinnter wiisseriger LOsung giebt, das 
Arsen auf dem Penicillium eine milehkaffeebraune, das Selen 
eine hellziegelrote und das Tellur eine schwarzgriine Fiirbung 
hervorruft. Die Reaktion ist nicht auf das Nihrsubstrat zuriick- 
zufahren, 

lech behalte mir vor, eingehender tiber die Untersuchungs- 
ergebnisse zu berichten, die ich mit einem Schimmelpilz er- 
halten habe, welcher mit Tellur positiv und mit Arsen negativ 
reagiert. 

Um die Richtigkeit) meiner Schlussfolgerungen durch 
Kontrollversueche zu priifen, wihlte ich die Oospora jalinula 
und den Mucor stolonifer. Zu den auf Brei von = zerriebenem 
Brot geziichteten Reinkulturen dieser Schimmelpilze setzte ich 
unter Beobachtung der vorhin beschriebenen Versuchstechnik 
betrachtliche Mengen von autolysierten Geweben hinzu, ohne 


) 


') Maassen, Kaiserl. Gesundheitsamt, Berlin, Bd. 18. 
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jemals eine positive Reaktion zu erhalten. Somit bestitigt auch 
diese von Maassen vorgeschlagene Kontrolle der Gostoschen 
Methode, dal die positive Reaktion der autolysierten Gewebe 
wirklich durch die Gegenwart einer sehr geringen Menge von 
Arsen bedingt war. 

[ch fiige noch hinzu, dab die Grenzen der Empfindlichkeit 
der Schimmelpilze und = speziell des Penicilliums dem = Tellur 
gegeniiber weil enger sind als dem Arsen gegeniiber: wenn 
die positive Reaktion beim Penicillium durch die Gegenwart 
von Tellur bedingt sein sollte, so miibte dies Element in solchen 
Mengen im Eiweibmolekiil enthalten sein, dai es schwerlich 
bis heute der chemischen Forschung entgangen wiire. 

Im Hinblick auf die Versuche von Biginelli!) habe ich 
mit der Fliissigkeit, aus welcher sich infolge der Einwirkung 
von Penicillium auf normale Gewebe Gas entwickelt hatte, 
verschiedene Versuche angestellt, um in ihnen mit der Marsh- 
schen Methode Arsen nachzuweisen, erhielt’ aber stets ein 
negatives Resultat, was erklarlich ist, wenn man in Betracht 
zieht, daf ich nur mit iiuberst geringen Arsenmengen arbeitete, 
withrend Biginelli verhiiltnismiaibig viel Arsen in der Losung 
hatte. ‘Tatsiichlich erzielte ich bel einem Kontrollversuch mit 
| mg arsensaurem Natrium negative Resultate, wodurch be- 
stiitigt wird, dab die Kontrolle nach der Methode Marsh- 
Biginelli miblingen mufb, wenn man mit kleinen Organmengen 
experimentiert, in Anbetracht des geringen bruchteils von 
Arsenik, der in denselben enthalten sein kann. 


Als Resultat meiner Untersuchungen ergibt sich also, dab 
das Penieillium brevicaule in Gegenwart von normalen = auto- 
lysierten Geweben positive Arsenreaktion gibt, und diese Reaktion 
ist nach dem heutigen Stand unserer Kenntnisse zuriickzufiihren 
auf Spuren von Arsen, welches in den Parenchymen in einer 
Form enthalten ist, in der es durch die Hyphomyeceten nicht 
angegriffen wird, solange die es bindende chemische Kette 
nicht durchbrochen ist. 


1) 


Biginelli, Acad. Liucet Roma, 1900 
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Anm. Diesen meinen im Marz 1903 beendigten Forschungen‘) 
folgten verschiedene VerOffentlichungen von Bertrand und Gautier, die 
die ungeheure Verbreitung des Arseniks im Universum bestitigen.?) Es 
gereicht mir zur Genugtuung, dafs meine Forschungen auf dem engen 


Gebiet, auf das ich mich beschrankt habe, vollkommen in Uberein- 


stimmung mit denen der bedeutenden franzOsischen Chemiker stehen. 


') M. Segale, Ricerche sulla presenza dell’ arsenico ecci, Arch, 
Scienze Mediche Torino, Vol. XXYVII. 
*) Bertrand, C. R. de Acad. d. Se., Paris, Vol. 132. 
Presse Medicale, 1902, 
Ann. Pasteur, 1903. 
Gautier, C. R. de la Soe. biol., Paris, 1903. 

















Weitere Untersuchungen iiber fermentative Harnstoffbildung. 
Von 
A. Kossel und H. D. Dakin. 


I. Uber die Arginase. 

Wir haben nachgewiesen,!) da in der Leber der Siiuge- 
tiere ein Ferment vorhanden ist, welches das Arginin mit 
ziemlich grober Geschwindigkeit in Ornithin und Harnstoff zer- 
legt. Diese «Arginase» kann aus der Lebersubstanz durch Wasser 
oder verdiinnte Essigsiiture ausgezogen und aus dieser Losung 
durch Ammoniumsulfat, sowie durch Alkohol und Ather gefiillt 
werden. 

Fir unsere Versuche benutzten wir ein Arginasepulver, 
welches wir aus Hundeleber dargestellt hatten, indem wir das 
zerkleinerte und mit Kieselgur verriebene Organ ausprebten, 
bis etwa 45°/o der Leber an Prefsaft gewonnen war. Diese 
Fliissigkeit wurde sodann mit einer Mischung von zwei Volumen 
Alkohol und einem Volumen Ather gefiillt, mit Ather gewaschen 
und im Exsikkator tiber Schwefelsiiure getrocknet. Auf 200 g 
Leber erhialt man in dieser Weise ungefahr 5 g Arginasepulver, 
welches nur teilweise in Wasser loslich ist. Dieses Priiparat 
erwies sich nach zwei Monaten noch wirksam, denn 0,1 g dieses 
Pulvers waren imstande, 2 ¢ Arginin wiihrend eines Tages vollig 
zu zerlegen. Auch in wiisseriger LOsung scheint die Arginase 
ziemlich bestiindig zu sein. Eine filtrierte LOsung dieses Pulvers, 
welche sechs Wochen bei Zimmertemperatur gestanden hatte 
und deren Menge 0,01 g des Pulvers entsprach, wurde zu O,1 g 
Arginin hinzugefiigt und zersetzte innerhalb 6 Stunden 4\4 
dieser Menge. 

Die Wirksamkeit der Arginase libt sich bei solehen Unter- 
suchungen nachweisen, indem man die. zu priifende Substanz 
in geringer Menge zu einer Argininl6sung hinzufiigt, einige 
Stunden im Brutofen digeriert und sodann den Stickstoff der 
durch Phosphorwolframséure nicht fillbaren Bestandteile der 


1) Diese Zeitschrift. Bd. XLI, S. 321. 
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Losung feststellt. Da die urspringliche Losung, abgesehen von 
der geringen Menge der auf Arginase zu priifenden Substanz, 
nur das durch Phosphorwolframsiure fillbare Arginin enthiilt, 
kann man ohne erheblichen Fehler aus dem im Filtrat des 
Phosphorwolframsiiureniederschlags enthaltenen Stickstoff einen 
Schlub ziehen auf die Menge des wiihrend der Digestion ge- 
bildeten Harnstoffs, somit auch auf die Zersetzung des Arginins. 

Mit Hilfe dieses Verfahrens haben wir einige Beobachtungen an- 
gestellt tiber das Verhalten der Arginase zu Fiillungsmitteln. wobei wir 
die Methoden benutzten, welche S. G. Hedin zur Gewinnung der pro- 
teolytischen Fermente der Milz angegeben hat.') 

250 g¢ zerhackter Rindsleber, die kraftige Arginasewirkung zeigte, 
wurden 16 Stunden im Brutofen mit LI Liter O,2°oiger Essigsiure dige- 
riert und filtriert. 

A) Das essivsaure Extrakt zeigte kraftige Wirkung. dasselbe wurde 
in zwei Teile geteilt. 

a) Ein Teil wurde mit Atheralkohol gefiillt. filtriert, der Riickstand 
in Wasser gelOst und nochmals filtriert. Das Filtrat zeigte kraftige 
Wirkung. 

b) Der zweite Teil wurde mit Ammonsulfat gefallt, der Nieder- 
schlag durch Dialyse vom Salz befreit; die filtrierte Loésung des Nieder- 
schlages wirkt ebenfalls kriiftig zersetzend auf Arginin ein. 

6) Der in essigsiiurehaltigem Wasser unldsliche Riickstand wurde 
zur Kntfernung der EKssigsiure mit Wasser ausgewaschen und 16 Stunden 
mit 5%oiger KochsalzlOsung digeriert. 

a) Die so bereitete Loésung wurde 20 Stunden der Dialyse unter- 
worfen und erwies sich dann als wirksam. Hedin erhielt aus diesem 
Extrakt sein in alkalischer Losung wirksames_ proteolytisches Ferment, 
in dem er die L6sung mit 2° ciger Essigsiiure fiillte; wir fanden in dem 
eleichen Niederschlag jedoch nur zweifelhafte Arginasewirkung. 

b) Der zur Entfernung des Kochsalzes mit Wasser ausgewaschene 
Riickstand enthielt ebenfalls noch Arginase. 

Das Verhalten der Arginase gegeniiber Extraktions- und Fiillungs- 
mitteln entspricht hiernach weder vOllig der Lieno-a-protease noch der 
Lieno-B-protease von Hedin. 

Um die Verbreitung der Arginase in den Organen des 
Tierkérpers zu untersuchen, machten wir eine Reihe von Ver- 
suchen, die in den folgenden Tabellen zusammengestellt sind. 
Beziiglich der Untersuchungsmethoden und der Beurteilung der 
Resultate verweisen wir auf unsere friiheren Mitteilungen.?) 


ty Journal of Physiology, Bad. XARA, S. 160. 
2) Diese Zeitschrift, Bd. XLIL S. 327. 
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Gefunden 


Niere 
C 64,39 %o 


H 39,74°/o 


Thymus 
69,00 6 


D.68 2/0 


Tafel! II. 


A. Kossel und H. D. Dakin, 


Berechnet 
fir C,H,,N,O; 


Sokal 


VU 


64,77 9/0 


5.70° 0 













Das in den Versuchen 5a und 1aerhaltene Ornithin wurde aus 
dem Phosphorwolframsiiureniederschlag dargestellt, in die Pheny|- 
cyanatverbindung nach Herzog!) tbergefiihrt und analysiert. 
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Ver- Arginin Ornith; «Harn- 
suchs- « Ornithin» ; 
suchs Organ bild stoff> [Arginase: 
num- a gebildet 
hinzu zersetzt gebildet 
mer efit 
a oe we . vor- 
l Niere 2.119 1.138 0.5439 0.509 
handen 
9 Dinndarm- 1217 0.525 (256 0.210 vor- 
schleimhaut handen 
nicht sicher 
3 Blut 2.119 nicht untersucht 0.040 nach- 
Weisbar 
f Nebenniere 0.353 0,022 ebenso 
P - - — — wii vor- 
5 Thymus 2.117 0.9591 0.1978 0.309 
handen 
': Muskel 1413 0.3937 0.0868 0.1896 geringe 
ere ; ’ , Wirkung 
ie re ,— | nicht nach- 
] Milz 0.7064 nicht untersucht 000-47 cen 
) +. ) ») Or ( 9QC VoOr- 
bat Lymphdriisen 2.118 1,012 0.3399 0.399 
handen 
i ) Pankreassaft O07 1 nicht untersucht nicht nachweisbar 
10 0.071 > > 
11 0.071 > 
rae - nicht sicher 
12 Cialle 0.7064 > » 0.025 nach- 


weisbar 


Die im Ornithin gefundene Stickstoffmenge sollte gleich 


enthaltenen 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XXXIV, S. 525. 


Stickstotfs 


betragen. 


In 


der des Harnstoffs sein und die Hilfte des im zersetzten Ar- 
Wirklichkeit 


ist 
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jedoch der «Ornithinstickstoff» stets zu niedrig gefunden worden, 
hauptsachlich wohl infolge einer nachtraglichen Umwandlung 
des Ornithins durch Gewebsfermente. Die Arginase selbst fiihrt 
nach unseren Beobachtungen eine solche Zersetzung nicht herbet. 
Aus diesen und den fritheren Versuchen ergibt sich, dab 
unter den von uns gewahlten Bedingungen der Leber die kriaf- 
tigste Arginasewirkung zukommt; schwiicher, aber immer noch 
sehr deutlich, beobachteten wir diese Wirkung in der Niere, 
der Thymus und den Lymphdriisen, etwas geringer in der 
Darmschleimhaut. Nur schwache oder zweifelhafte Spuren sind 
im Blut und in den Muskeln nachzuweisen, wiihrend in Milz, 
Nebennieren und im Pankreasfistelsaft bei unseren Versuchen 
iiberhaupt keine Wirkung zu beobachten war. Ob das Aus- 
bleiben der Wirkung auf die Abwesenheit des Ferments oder 
auf sonstige stOrende Einwirkungen zu beziehen ist, labt sich 
aus den bisherigen Untersuchungen noch nicht entnehmen. 


II. Uber ein durch Fermentwirkung gebildetes Proton. 


Wir berichten in diesem Zusammenhang iiber die Unter- 
suchung eines aus Clupein gewonnenen Protons, weil sich 
hierbei bemerkenswerte beziehungen zu den Erscheinungen der 
fermentativen Harnstoffbildung ergaben. Dies Proton war bei 
einem friiher von uns beschriebenen Versuch gewonnen worden, 
als wir ein. gereinigtes Extrakt der Diinndarmschleimhaut 
wihrend 18 Monaten mit ungefihr 80 g Clupeinsulfat digeriert 
hatten.') Bei diesem Versuch waren, wie wir schon friiher 
mitgeteilt haben, auber dem Proton entstanden: Arginin, Or- 
nithin, Harnstoff, Amidovaleriansiiure und wahrscheinlich noch 
andere Produkte der Hydrolyse des Clupeins. 

Die Reindarstellung des Protons aus diesem Gemisch ge- 
lang uns auf Grund unserer Beobachtung, daf} dies Clupein- 
proton, welches wir als «<B-Clupeon» bezeichnen wollen, durch 
Silberoxyd bei Gegenwart von Baryt aus seiner wisserigen 
Losung ausgefillt wird. Bei Anwendung des zur Darstellung 
von Arginin dienenden Silberbarytverfahrens geht das B-Clupeon 
mit dem Arginin in den Silberniederschlag und ist auf diese 





1) Diese Zeitschrift, Bd. XLI, S. 324. 






































ohne weilteres zu trennen. 


durch Pikrinsiture bewirken. 


siedende verdiinnte Schwefelsaure in 
Weise unterworfen und das) Arginin 


a-Clupeon 80°0 des ganzen Stickstoffs 


1&6 A. Kossel und H. D. Dakin, 


mehrfach 


dureh 


Kliissigkeit gab mit) Phosphorwolframsiure einen 


Dies wurde durch folgenden Versuch genauer festgestellt. 


Silbersulfat 


Weise vom Ornithin, dem Harnstoff und den Monoamidosiiuren 


Wir versetzten also die Losung, welche wir durch Di- 
gestion des Clupeins mit dem Extrakt des Diinndarms erhalten 
hatten, mit Silbersulfat, bei Gegenwart von etwas tiberschiissiger 
Schwefelsaure, neutralisierten mit Barytlésung, filtrierten von 
dem geringen hierbel entstandenen Niederschlag ab und fillten 
das Filtrat mit iberschiissigem Baryt aus, Der reichliche Nieder- 
schlag wurde abfiltriert, bei Gegenwart von etwas iiberschiissiger 
Schwefelsiiure mit Schwefelwasserstoff zerlegt und die Losung 
nach Entfernung des Schwefelwasserstoffs mit Alkohol gefallt. 
Dieser Niederschlag enthilt Argininsulfat neben B-Clupeonsulfat, 
es wurde zur Entfernung der letzten Spuren von Ornithin, Mo- 
noamidosiuren usw. in Wasser gelést und nochmals demselben 
Fillungsverfahren unterworfen. Die Trennung des p-Clupeons 
vom Arginin labt sich auf Grund der Fiallbarkeit des Clupeons 


Das von uns erhaltene B-Clupeon war mit dem von A. 
Kossel und M. Goto untersuchten, durch Hydrolyse mit was- 
seriger Schwefelsiiure dargestellteu Clupeon (a-Clupeon) nicht 
identisch. Dies ergab sich aus der quantitativen Bestimmung 
des Arginins. Im £-Clupeon waren nur 69,7°/o des Gesamt- 
stickstoffs als Arginin abzuspalten, wihrend M. Goto in dem 
als Arginin wieder- 
vefunden hatte. Hieraus ergab sich weiter, dab die Arginingruppe 
des Clupeins ein Angriffspunkt der Fermentwirkung gewesen war. 


Ungefiihr 15 g B-Clupeonsulfat wurden der Spaltung durch 
beschriebener 


und 


Baryt entfernt. Die von dem Silberbaryvtniederschlag abfiltrierte 
reichlichen 
Niederschlag, welcher abgetrennt und durch Baryt zerlegt wurde. 
Das in diesem Niederschlag enthaltene Spaltungsprodukt erwies 
sich als Ornithin. Dasselbe wurde in die Phenyleyanatver- 
bindung tibergefiihrt und letztere durch Kochen mit Salzsiure 
in das Anhydrid verwandelt. Die Substanz schmolz nach vier- 
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maligem Umkristallisieren aus Alkohol bei 192—193° und dieser 
Schmelzpunkt iinderte sich bei weiterem Umkristallisieren nicht. 
Die Analyse ergab folgendes: 


Gefunden Berechnet fiir C,,H,,N,O, 
Cc 64.40 © 0 64.75 °/o 
H = 3,77°/0 5,70 °/o 


Das Clupein lefert bet gleicher Spaltungsweise kein Or- 
nithin, Es ergab sich dies schon aus den friiheren Untersuchungen 
von A. Kossel, wir haben aber zum Uberflu8 noch einen be- 
sonderen Versuch in der gleichen Weise mit Clupein angestellt, 
indem wir 15 g Clupeinsulfat der Spaltung mit Schwefelsaure 
unterwarfen und das Arginin als Silberverbindung § ausfiillten. 
Verdiinnt man das Filtrat vom Silberbarytniederschlag soweit, 
daBh die Pyrrolidincarbonsiiure nicht mehr mit) Phosphorwol- 
framsiiure gefiillt wird, so bleibt die angesiiuerte Loésung auf 
Zusatz von Phosphorwolframsiiure klar oder es bilden sich nur 
Spuren eines Niederschlags. Ornithin ist also unter den Spal- 
tungsprodukten des urspriinglichen Clupeins nicht nachweisbar, 
es findet sich nur dann, wenn das Clupein unter dem Einflub 
des Darmferments eine Veriinderung erlitten hat. 

Das Ergebnis unserer Versuche ist also folgendes: Im 
Koérper der Siiugetiere findet sich ein Ferment, welches im- 
stande ist, einfache Eiweibkorper an einer oder mehreren Ar- 
viningruppen anzugreifen. Hierbei wird die harnstoffbildende 
Gruppe des Arginins entweder als Harnstoff herausgelést oder 
in einer noch nicht bekannten Weise umgewandelt. Der Orni- 
thinrest bleibt mit dem tibrigen Teil des Eiweifmolekiils in 
Zusammenhang und wird beim nachtriglichen Kochen mit Situren 
als Ornithin abgespalten. Diese Veriinderung war in unserem 
Versuch nur bei einem Teil der im Clupein gebundenen Argi- 
ningruppen eingetreten. 


Aus diesen Beobachtungen ergeben sich Anregungen zu 
neuen Untersuchungen iiber die Harnstoffbildung im tierischen 
Organismus. Wir sind damit beschaftigt, die Frage zu_priifen, 
ob die komplizierteren Kiweibkorper die gleiche Veriinderung 
erleiden kOnnen wie die einfacheren und ob das Ferment den 
Harnstoff als solchen abspaltet. 





A. Kossel und H. D. Dakin, Harnstoffbildung. 


Die Natur und Wirkungsweise dieses Ferments ist noch 
unbekannt. Von der Vermutung ausgehend, dafi die Arginase 
bei dieser Umwandlung eine Rolle spielt, haben wir einige 
Versuche angestellt, aber keine Einwirkung der Arginase auf 


Clupein oder Clupeon nachweisen konnen. 








Nachtrag zu der Abhandlung tiber einige Bestandteile der Hefe. 


Von 


QO. Hinsberg und E. Roos. 


Der Redaktion zugegangen am 17. Juni 1904.) ° 


In unserer in dieser Zeitschrift!) unter obigem Titel er- 
schienen Abhandlung teillen wir cin Verfahren zur Herstellung 
von Hefefett mit, welches wie folgt lautet: Der alkoholische 
Extrakt der Hefe wird durch Eindunsten von Alkohol befreit: 
hierauf wird der braungefiirbte dickfliissige Riickstand samt den 
darin suspendierten Partien mit Sodalésung oder stark ver- 
diinnter Natronlauge bis zur alkalischen Reaktion versetzt und 
dann zweimal mit Ather ausgeschiittelt: dieser nimmt im wesent- 
lichen Hefefett auf, 

Neuere Versuche, zum Teil veranlabt durch die interessanten 
Untersuchungen von Sedilmayr,?) nach welchen die Hefe und 
speziell der alkoholische Hefeextrakt grobere Mengen von Lecithin 
enthilt, als man bisher annahm, haben ergeben, dal diese 


beiden Vorschriften — Verwendung von Sodal6sung oder ver- 
diinnter Natronlauge — nicht gleichwertig sind. 


Schiittelt man alkoholischen Hefeextrakt nach dem Ab- 
dunsten des Alkohols mit Ather und iiberschiissiger verdiinnter 
Sodalésung, so tritt, wenn auch schwierig, die gewohnliche 
Scheidung in zwei Schichten ein. Von diesen enthilt die obere, 
‘itherische, neben Hefefett, Cholesterin und dem iitherischen O| 
der Hefe das gesamte Lecithin, welches im Hefeextrakt ent- 
halten war. In der wiisserigen alkalischen Schicht finden sich 
neben peptonoider Substanz, XNanthinbasen etc. nur geringe 
Mengen von Fettsiiuren. 

Ganz anders ist der Verlauf, wenn man mit Ather und 
verdiinnter Natronlauge schiittelt. (Man verwendet zweckmabig 


| 2 





') Bd. XXXVII, 5S. 1. 


*) Zeitschr. f. d. ges. Brauwesen, Bd. 26 (1903), 5. 1. 
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soviel Lauge, daf} die Konzentration der wasserigen Fliissigkeit 
{—2/oig ist.) Die Untersuchung der wisserig-alkalischen Schicht 
ergibt in diesem Falle bedeutende Mengen von phosphorhaltigen 
Substanzen, welche als Spaltungsstticke des Lecithins zu be- 
trachten sind und beim Ubersiittigen mit Salzsiiure zum Teil 
ausfallen, 

In der iitherischen Schicht findet man nur Spuren von 
Phosphor, sie ist demnach nahezu fret von Lecithin, enthalt 
aber noch siuntliches Hefefett neben Cholesterin und Hefedl. 
Schittelt man nochmals mit 1°/oiger Natronlauge, so werden 
auch die letzten Reste von Lecithin entfernt. 

Zur Herstellune des Hefefetts ist also nur diese zweite 
Vorschrift geeignet. Ber unseren friiheren in dieser Zeitschrift 
beschriebenen Versuchen (loc. cit.) wurde nach der Natronlauge- 
methode gearbeitet, mit Ausnalhme von Versueh II, ber welchem 
Soda zur Anwendung kam. Daher die dunkle Fiérbung des 
daber erhaltenen) Priiparates, welche offenbar ganz oder zum 
Teil von beigemengtem Lecithin — resp. den dasselbe begleitenden 
Farbstoffen — herriihrte.') Die Beimengung von Lecithin hatte 
tibrivens kemen EinfluB auf die Resultate des Versuches, da 
dasselbe, sehr wahrscheinlich wentgstens, dieselben Fettsduren 


wie das eigentliche Hefefett enthilt. 2) 
[ber die festen Fettsiuren des Hefefetts. 


Wir haben diese Siituren einer nochmaligen Untersuchung 
unterzogen. Das durch Verseifen des Hefefetts erhaltene Fett- 
siituregemisch wurde durch Aufstreichen auf Tonplatten, sowie 
durch Umkristallisieren aus Kisessig moglichst von fliissigen 


') Von diesem Versuche stammt auch die abnorm hohe Ausbeute 
2.80) von Hefefett. Nach der Natronlaugemethode erhielten wir Aus- 
beuten von 18—2,3°% 0. (Im Sommer weniger wie im Winter.) 

7) Nach Sedimayr (1. ¢.) enthalt das Hefelecithin als einzige 
Fettsiure Palmitinsiiure. Dies trifft nach unseren Versuchen nicht fii 
alle Hefesorten zu. Das Lecithin einer von uns untersuchten Brauerei- 
hefe enthielt als Fettsiiurekomponenten neben Palmitinséure nicht un- 
betrachtliche Mengen ungesiittigter, Gliger Siiuren, welche in ihren Eigen- 
schaften mit den ungesattigten Sauren des eigentlichen Hefefettes tiberein- 


stimmten. 
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Anteilen befreit. Das so erhaltene Priiparat schmolz etwas 
hoher — bet 55—56° — wie das bei unseren friiheren Ver- 
suchen erhaltene, bet welchem Methylalkohol zum Umkristalli- 
sieren verwendet wurde. 

Zur Zerlegung des umkristallisierten Fettsiuregemisches in 
die bestandteile verwendeten wir friiher die von Hoppe-Seyler 
cegebene Vorschrift,!) und zwar ohne entscheidendes Resultat. 

Bessere Erfolge hat nun die Heintzsche Vorschrift er- 
geben. Wir haben gemiif derselben die gesiittigte alkoholische 
Losung unseres Praparates (ca. 1,5 ¢) mit einer konzentrierten 
wiisserigen LOsung von Magnesiumacetat fraktioniert, gefillt 
und so vier Fraktionen von folgenden Schmelzpunkten erhalten : 
|. 57—58°, Il. 61—62°, Ill. 6O—61°, IV. ea. 40°. 

Die drei ersten Fraktionen waren ungefiihr gleich grob, 
die vierte nur gering. Sie entstand erst auf Zusatz von 
Ammoniak zu der mit Magnesiumacetat versetzten alkoholischen 
Losung und enthielt offenbar 6lige Siuren. Fraktion II zeigte 
mit reiner Palmitinsiure gemischt keine Schmelzpunktdepression. 

Fraktion | haben wir nochmals, und zwar in 5) Teile 
mit folgenden Schmelzpunkten zerlegt: 157°, 11. 59° TH. 59—61°, 
IV. 60°, V. 59—60°. 

Aus diesen Resultaten ergibt sich, dafi das von uns unter- 
suchte Hefefett als feste Siiturekomponente wesentlich Palmitin- 
siiure enthiilt, daneben ist in kleinerer Menge eine Siiure von 
hOherem Kohlenstoffgehalt) vorhanden, welche den Schmelz- 
punkt der oberen Fraktionen herabdriickt. Ob dieselbe mit 
Stearinsiiure identiseh ist, vermégen wir noch nicht zu sagen. 
Anzeichen fiir das Vorhandensein einer Siaure C,.H,,O0, 
dieselbe mitibte in den letzten Fraktionen enthalten sein — 
ergaben sich nicht. Das friiher erhaltene Priparat bestand 
offenbar aus mit etwas Oligen Saéuren verunreinigter Palmitinsiure. 

Von friiheren Bearbeitern der Fettsubstanzen der Hefe sind 
zu erwiihnen Gérard und Darexy,?) nach welchen die Hefe 


') Handb. d. physiolog.-chem. Analyse, V. Aufl. 

2) Journ. pharm.-chim. (6), Bd. 5, 8.275. Die Abhandlung ist bereits 
[897 erschienen, aber erst jetzt zu unserer Kenntnis gekommen. Die un- 
gesittigten Siiuren der Hefe sind von den beiden Autoren iibersehen worden. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, XLII. 13 
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Stearinsiiure und Palmitinsiure zu etwa gleichen Teilen, sowie 
etwas Buttersiiure enthalt. 


Medizinische Wirkungen. 


Unsere friiher geiiuBerte Anschauung, dali das Hefefett 
resp. die darin enthaltenen Siiuren Triger der medizinischen 
Wirkungen der Hefe seien, hat sich inzwischen uns und auch 
anderen bestiitigt. Da die gesittigten Fettsiiuren des Hefefetts 
(im wesentlichen Palmitinsiiure) in kleinen Dosen keine aus- 
gesprochene pharmakologische Wirksamkeit haben, muf dieselbe 
den ungesiittigten Sauren zugeschrieben werden: eine Annahme, 
die auch noch durch manches andere gestiitzt wird. 

Die therapeutischen Versuche wurden in der letzten Zeit 
mit dem von der Firma C. F. Bohringer & SOhne nach unseren 
Angaben hergestellten Priiparat (Cerolin) ausgefiihrt. Dasselbe 
enthiilt neben dem eigentlichen Fett auch die Lecithinbestand- 
teile der Hefe und zeigte sich dem friiher verwendeten, wesent- 
lich aus Hefefett bestehenden, véllig gleichwertig. Wir haben 
es fiir zweckmiibig befunden, das Hefelecithin mit zur Ver- 
wendung zu ziehen, weil dasselbe ebenfalls ungesattigte, also 
wirksame Fettsiiuren enthalt. Genaueres wird an anderer Stelle 
mitgeteilt werden. 
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Ein Apparat fir Schmelzpunktbestimmung hochschmelizender 
Substanzen. 
Von 
Fr. Kutscher und Otori. 


Mit einer Abbildung. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Marburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1x. Juni 1904 


Fiir gewohnlich ist bekanntlich die Anordnung der Appa- 
rate zu Schmelzpunktbestimmungen folgende: Ein kleiner Glas- 
kolben wird mit konzentrierter Schwefelsiiure gefiillt. In die 
Schwefelsiiure taucht ein leeres Reagensglas, das bis nahe an 
den Boden des Koélbchens reicht. Substanz und Thermometer 
werden in das Reagensglas eingefiihrt, sind also von Luft um- 
geben. Nach diesem Prinzip sind die viel gebrauchten Apparate 
von Anschiitz-Schulz und von Roth konstruiert. Dieselben 
ermOglichen jedoch nur Bestimmungen bis héchstens 300° C, 
Bei hOheren Temperaturen mufi man eine andere Badfliissigkeit 
wihlen. Man benutzt dann Paraflin, Silbernitrat oder Kali- 
salpeter. Mit den letztgenannten Substanzen machten wir leider 
die unangenehme Erfahrung, dafi sie beim Erkalten und Starr- 
werden zuweilen den Kolben sprengten. Weiter ist die Arbeit 
mit diesen Korpern fiir den Experimentator nicht ganz gefahr- 
los, denn man kann die Vorgiinge, die sich im SchmelzrOhrchen 
abspielen, meist nicht von ferne betrachten, sondern muf hiutig 
sehr nahe an den Apparat heranriicken. Dadurch wird man 
aber der Moéglichkeit ausgesetzt, beim Sprung des Kolbens durch 
die stark erhitzte Badfliissigkeit bespritzt und verletzt zu werden. 
Diese Ubelstiinde haben wir in letzter Zeit, wo es sich fiir uns 
darum handelte, hiiufig hochschmelzende Substanzen durch ihren 
Schmelzpunkt zu identifizieren, besonders empfunden. Um ihnen 


zu entgehen, haben wir folgenden Apparat konstruiert: — In 
13* 
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einen kleinen, langhalsigen Quarzkolben wird ein gut passendes 


Reagensglas aus gewoOhnlichem Glas derart eingefiigt, dab sein 


geschlossenes Ende ungefihr 1 em vom Boden des K6lbchens 


entfernt bleibt. 








Das Thermomejer mit der an der Quecksilber- 


kugel durch Platindraht befestigten Substanz 
wird in das Reagensegliischen in gewohnlicher 
Weise eingebracht. Eine besondere Bad- 
fliissigkeit wird von uns also nicht benutzt, 
sondern die zu untersuchende Substanz ist 
nur von einem doppelten Luftmantel um- 
geben. Das iubere Quarzkolbchen kann wegen 
des gewihlten Materials entweder direkt, 
ohne dai man Gefahr lauft, es zu sprengen, 
erhitzt werden, oder man = schaltet besser 
zwischen Flamme und Kolbchen einen Asbest- 
teller, Man vermeidet dann auch eine Uber- 
hitzung der Substanz. Zur Bestimmung des 
Explosionspunktes kann unser Apparat, der 
eine Modifikation des von Hodgkinson?) 
vorgeschlagenen darstellt, ebenfalls benutzt 
werden. Wir brachten bei explosiblen kKOrpern 
die Substanz in weite konisch geformte 
Schmelzroéhrchen, die wir direkt an der 


) 


Thermometerkugel befestigten. bei einer 


derartigen Form des Sechmelzroéhrchens fanden in unseren Ver- 


suchen die Verpuffungen oder Entflammungen statt, ohne den 
Apparat zu schiidigen. Die obenstehende Abbildung zeigt den 


von uns verwandten Apparat. 


')} Ch. News, Bd. 71, S. 


76 (1894). 
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Zur Blutalkalescenzbestimmung. 
Von 


S. Salaskin und Z. Pupkin. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Laboratorium der medizinischen Hochschule fur 
Frauen zu St. Petersburg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 23. Juni 1904.) 


Die Anwendung der Methoden der physikalischen Chemie 
zur Bestimmung der Blutreaktion (Héber, Friedenthal, 
Frinkel. Farkas) hat erwiesen, dal in bezug auf seinen 
Gehalt an H- resp. OH-lonen das Blut dem Wasser iahnelt, 
d. h. daB es in diesem Sinne neutral reagiert oder, anders 
gesagt, weder aktive Aciditit noch aktive Alkalescenz, welche 
durch Uberwiegen der einen oder der anderen Jonen  bedingt 
sind, besitzt. Aufer dieser aktiven Reaktion kommt jedoch 
fiir den Organismus auch noch die potentielle Reaktion in Be- 
tracht, d. h. die Fiithigkeit, bei veriindertem Verlauf des Stoff- 
wechsels die Blutreaktion unveriindert zu erhalten. Dem Blute 
kommen bekanntlich einerseits SiturebindungsvermoOgen, anderer- 
seits Basenkapazitiit zu; diese doppelte Fiihigkeit ist zweifellos 
fiir die Aufrechterhaltung einer konstanten aktiven Blutreaktion 
von grober Wichtigkeit: deshalb besitzen die Methoden, mit 
deren Hilfe man diese potentiellen Reaktionen bestimmen kann, 
entschieden eimen gewissen Wert, denn sie dienen als Maf fiir 
die Tiitigkeit des Organismus, gegen Verhiltnisse, welche fiir 
sein Gedeihen unzutriiglich sind, anzukimpfen. In dieser Be- 
ziehung ist die Bestimmung des Saurebindungsvermégens wich- 
tiger als wie diejenige der Basenkapazitiit, denn eines Uber- 
schusses an Alkalien entbiirdet sich das Blut sehr leicht, indem 
es sie mit dem Harn ausscheidet. Leider sind jedoch alle 
Verfahren, welche zur Bestimmung des Siurebindungsvermogens 
des Biutes vorgeschlagen worden sind, diuberst ungenau; hier- 


von kann man sich sofort tiberzeugen, wenn man die Zahlen- 
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werte, welche verschiedene Beobachter nach ein und derselben 
Methode erhalten haben, auch nur oberflichlich durchmustert. 
Die Bestimmung der potentiellen Alkalescenz (oder des Siure- 
bindungsvermOgens) nach der ‘Fitriermethode stOBt auf so be- 
deutende Schwierigkeiten, dab die Idee von Salkowski,!) die- 
selbe zu ersetzen durch die Bestimmung der Fihigkeit des 
Blutes, Ammoniak aus Ammoniaksalzen zu verdrangen und 
auf diese Weise die Menge der nicht gesattigten alkalischen 
Affinitiiten zu bestimmen, als héchst scharfsinnig und _ treffend 
anzuerkennen ist, nur weist die Form, in welcher Salkowski 
diese Bestimmung vorzunehmen vorschliagt, bedeutende Mingel 
auf. Die Methode von Salkowski erfordert sehr viel Zeit 
(5—6 Tage) und dennoch kann man nicht sicher sein, dafi die 
Ammoniakausscheidung ihr Ende erreicht hat. Deshalb hat 
Salaskin,?) sich streng an die Idee von Salkowski haltend, 
der Methode nur eine andere Form verliehen. Die Modifikation 
besteht darin, dal} das Blut resp. Serum mit Ammoniumsulfat 
unter die Glocke des Apparates von Nencki und Zaleski 
gestellt und im Vacuum bei einer Temperatur des von auben 
einwirkenden Wasserbades von 40° C. destilliert wird. Die Be- 
stimmung dauert ca. 2 Stunden. Diese Modifikation hat Salaskin 
In seiner in Gemeinschaft mit Ik. Kowalevsky veroffentlichten 
Arbeit beschrieben, wobet auch bemerkt war, dafi diese Methode 
von S. Salaskin in Gemeinschaft mit Pupkin weiter ausge- 
arbeitet wird. Vorliegende Verodffentlichung stellt das Ergebnis 
dieser gemeinschaftlichen Untersuchung dar. 

Ks mufte vor allem iiber die Bedeutung der verschiedenen 
Faktoren und iiber die Fehlerquellen Klarheit geschaffen werden. 
Bei diesen Untersuchungen stellte sich folgendes heraus: 

1. Die Dissociation des (NH,),5O, resp. NH,Clin wasseriger 
Lésung ist im Vacuum bei 40° eine ganz unbedeutende. Bel 
Salzmengen von 0,2-—2.0 g und Wassermengen von 10— 100 ecm 
musten zur Neutralisation von 10 H,SO, 0,2—0,4 ecm 1/20 KOH 
angewandt werden. Die Destillation wurde bis zur Trockene 
fortgesetzt. 

') Zentralblatt f. d. med. Wissensch. 1898, S. 913. 

2) Tiese Zeitschrift, Bd. XXXV, S. 553. 
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2. Bel den erwahnten Versuchsbedingungen (Vacuum, 
40°, Destillation bis zur Trockene) verdriingen KOH, NaOH, 
NaHCO, und Na,CO,; aus (NH,),50, resp. NH,Cl eine iqui- 
valente Menge NH,. 

3. Na,HPO, verdringt aus (NH,),5O, resp. NH,Cl Am- 
moniak ungefahr in solcher Menge, welche geniigend ist, um 
die Hiilfte des (in 15°/oiger LOsung) angewandten Na,HPO, in 
NaH,PO, umzuwandeln. NaH,PO, verdrangt Ammoniak aus 
Ammoniaksalzen nicht. 

t+. Nimmt man zu dem Versuche NaOH und NaH,PO,, 
so wird aus Ammoniaksalzen etwas weniger Ammoniak  ver- 
dringt, als bei der Berechnung auf die angewandte NaOQH-Menge 
zu erwarten wiire, es dient also ein Teil des NaOH zur Bildung 
von Na,HPO,. 

5). Kiweibstoffe (Fibrinogen, Eierglobulin und Serumalbu- 
min) verdriingen Ammoniak zum Teil aus Ammoniaksalzen, 


jedoch in so geringem Grade, dab dieser Prozef} durchaus nicht 


als Fehlerquelle dienen kann. 

6. Versetzung des Blutes mit Wasser kann das Ergebnis 
der Bestimmung in gewissem Grade beeinflussen. Wir lassen 
hier einige Zahlenangaben folgen, welche wir unseren zahlreichen 
diesbeziiglichen Untersuchungen entnommen haben. 


Differenz beim Titrieren : 


15 ccm defibrin. Hundeblut + 0,5 g (NH,),SO, = 16,8 cem '/2o N. KOH 
15 >» . > +- 50,0 ecm H,O, 17,1 » ‘eo 

15» » > +- 100,0 ¢ 218 >» ‘Yeo 

1b >» > -t 100,0° > > 23,3 » 48seo » > 


Destilliert wurde stets bis zur Trockene. Siimtliche der- 
artige Bestimmungen ergaben ein ganz identisches Resultat: 


je mehr Wasser wir hinzufiigten, um so grOber war die Diffe- 


renz beim Titrieren, wobei parallele Bestimmungen bei gleichem 
Wasserzusatz gewoOhnlich nicht ganz tibereinstimmten. 

Der Gang der Anaiyse war folgender: Es wurden 10 ccm 
Blut resp. Serum unter die trockene Glocke des Apparates von 
Nencki und Zaleski gebracht, ihnen 0,5-—1 g fein gepulvertes 
(NH,),SO, (letzteres muf neutrale Reaktion zeigen) hinzugefiigt, 
in die Rezipienten wurden je 10 com '10 N. H,SO, gegossen: 


nachdem alle Teile des Apparates vereinigt waren, wurde 
























letzterer 
stehen 


wird: 


bo 


bezeichneten 
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gelassen: 


~ 


ale 


welche ebenso wie 


bel 


unter zeitweisem Schiitteln der Glocke 
sodann 


die Destillation wurde bis, zur 
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1 2—1 Stunde 
wurde zur Bestimmung geschritten, 
Ammoniakbestimmung ausgefiihrt 
Trockene fortgesetzt. 


Es folgen die Zahlenwerte, welche bei Anwendung oben 


10 ccm Blut 


10 , 
10 >» > 
10 
10 
10 > 
10 » , 
10 


lOcemSerum -+- 0,25 g(NH,),SO 


10 > 

10 » 

10 

10 > . 
10 > > 


10 cem Blut 


10 >» ' 

1 >» 

10» 

10» 

10 >» > 
1) Die 


die Berechnung 


sprechenden 





Ochs und Hund erhalten worden sind. 


Defibriniertes Pferdeblut.?) 


t- ).25 g 
i (), 25 » 
1 () Zid » 
- 0,25 
110 » 
11.0 


| 


180 
4.1.0 


410 
1.0 

1.0 
t- O25 
+-20,0 


(NH,),S0 


» 


Differenz beim Titrieren: 


Im Mittel 0,260° 


Pferdeblutserum. 


> 


> 


we 


Differenz beim Titrieren: 


10, or ee KOH 

wt 0 201° 
10.1 
ae i lo 186° 
101 » eo» » f 
10.0 » "leo » > \ iy 

8a | 

10.0 » 1/9 a 7 f O.1 ) 


Im Mittel O,191 °/o 


Defibriniertes Ochsenblut. 


| 
: i 1,0 g 


I 1.0 
1.0 » 

are 

1 ().5 » 

i 

t- O,5 . 


der Alkalescenz 
ausgefiihrt. Die mit ein und derselben N 


> 


Atznalil6sung 


Koelfizienten 
Analysen sind Parallelbestimmungen. 


NH,),80 


zentration war nicht in allen Versuchen ein und dieselbe, 
in Prozent NaOH mit Hilfe eines ent- 


Differenz beim Titrieren: 


14,0 com ‘aoN. KOH 2980 
1B8 » ty 0.298 °/0 
11.7 » ‘eo | 
, 02 

11,5 20 » j 
112 » ‘leo >» » 

| 0).2: 45%" 
11.2 20 > » f 


Im Mittel 0.263 ° 0 


nicht genau ‘jo normal und ihre 





12,4 ccm */eo N. KOH 

12,4 » '/eo » 0,244 9 
12,4 ‘20 , | 

12.8 1 20 » >» 0,252 °, 0 
154A igo >» 

15.5 > Vigo > > | - 
[54 >» ‘Vso >» » is aeall 
15,4 ‘20 » | 


deshalb wurde 


erwahnter Methodik fur das blut resp. Blutserum von Pferd, 


NaQH 





» NaOH 


o NaQH 


NaOH 


NaQH 


NaOH 
Kon- 
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Ochsenblutserum. 
Differenz beim Titrieren: 


1. 10 cem Serum + 1,0 g (NH,),SO, — 10,9 cem "20 N. KOH :, 
2 | 0),232°/0 NaOH 


10 : » +10 > 10,9 ‘Igo 
2. 10 » >» +05 » 7 7.6 “ Woo > > 
5 (oi K ! (), 762% /0 
20» > 4-05 > 7.6 » 3 Yeo 176 > 


Im Mittel 0,204°/o NaOH 
Defibriniertes Hundeblut. 


Differenz beim Titrieren: 


1. 10 ccm Blut 4+- 1,5 ccm NH,Cl 14,2 ccm */20 N. KOH | ; 
{ - , ») 1 ; 0.29] - 0 NaQH 
LO » » = Ld » » 14,2 20 » > j 
2.10 » > 15 12,1 ; > 
ss ' “a Ly251%) > 
‘Os « Es eo | 
3.10 » > ~t- 1.5 12,7 3 I /yo | ; 
a Pa 0.260 °/o0 > 
10 > > + 1.5 12,7 '/e0 f 


Im Mittel 0,267°0 NaOH 


Hundeblutserum. 
Differenz beim Titrieren: 

1. 15 ccm Serum + 0.5 g (NH,),SO, 9,5 ccm '/20 N. KOH = 0,129°/o NaOH 
2,15 » > +. 0,5 » > ao » Yes + O120% >» 

Auf Grund alles oben Gesagten meinen wir behaupten zu 
diirfen, daB diese Methode mit Recht neben den anderen zum 
7wecke der Blutalkalescenzbestimmung vorgeschlagenen Methoden 
einen Platz behaupten kann. Fur klinische Zwecke ist sie aus 
dem Grunde nicht gut anwendbar, weil zur Untersuchung etwa 
10 cem Blut erforderlich sind; jedoch glauben wir, dab bei 
Untersuchungsverfahren, welche, wie das mit dem Alkalimeter 
von Engel, nur 0,05 ccm Blut erfordern, die Fehlerquelle 


eine so groBbe ist, dab wohl kaum von einem wissenschaftlichen 


Werte der erzielten Resultate die Rede sein kann. 








Die durch Fermente bewirkten Umwandlungen bei der fettigen 


Degeneration. 


Von 
Priv.-Doz. Dr. Waldvogel, Oberarzt der Klinik. 


(Aus der Gottinger medizinischen Univ.-Klinik. Dir. Geh.-Rat. Prof. Dr. Ebstein.) 
Der Redaktion zugegangen am 24, Juni 1904.) 


Uberla®t man Hundelebern der aseptischen Autolyse im Eis- 
schrank, extrahiert mit absolutem Alkchol entweder das be150—60° 
getrocknete Organpulver oder die frische zerkleinerte Substanz 

in letzterem Falle wird die Ausbeute im allgemeinen eine 
grobere —, zerlegt den Alkoholriickstand durch aufeinander- 
foleende Behandlung mit Ather, warmem Alkohol und Wasser. 
so kommt man zu bemerkenswerten Resultaten, vorwiegend 
betreffs der Fette und der lipoiden Substanzen. Ich habe in 
meiner letzten Arbeit!) das von mir angewandte Verfahren bis 
ins einzelne geschildert und dort eine grébere Reihe von Be- 
stimmungen aufgefiihrt. Hier also nur ein Beispiel. 

lech habe in diesem Versuch dieselbe Leber einmal frisch 
und dann in gleicher Weise nach verschieden langer Zeit der 
Autolyse untersucht. Die Zahlen geben die Prozente des 
feuchten Organs an. 











Alkohol- Ather- | } 
Dauer | riick- Prot- — riick- Leci- | Fett- | Chole- Neutral- 
“oll Wasse! | stand agone Jekorin stand thine | sauren | sterin | fette 
Autolyse o “ ps at 0 | n | 0 i 
0 o 0 0 oO | 0 | 0 Oo 
Unbe- | | | 
O Tage 60,6 9,8 *)) 0,005 — £61 4,05 |) O18 | 0,024) 0,021 
ar | | 
13 > 65,8 |8.98*)| 0,008) 0,66 | 4,47 | 2,35 | 0,62 | 0,62 | 0.33 
| 
a a P : —_ cae” A " - 
24 69,1 | 7.517)} 0,026) 1,01 | 349 | 0,77 | 0,84 151 
i-f 77.1 |8,267)) 0,007 1,20 | 3,62 , 0,24 | 0,85 | 1,23 | 0.82 


*) Feucht verarbeitet. +) Trocken extrahiert. 


1, Virchows Archiv. Bd. 177, 1904. 
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Abgenommen haben also in diesem Versuch im Verlauf 
der Autolyse konstant die Lecithine, erst nach einer Neubildung 
die Protagone. 

Konstant zugenommen, parallel mit der Dauer der Auto- 
lyse, haben alle tbrigen bestimmten Substanzen, am_ spiitesten 
das Wasser, also neben demselben Jekorin, Fettsiéiuren, Chole- 
sterin, Fette. Die Protagone nehmen schon wieder ab, wahrend 
die Lecithine noch konstant schwinden. Die Grobe des Alko- 
holextrakts steht in keinem Verhiiltnis zur Menge des Ather- 
lOslichen, es miissen Substanzen entstanden sein, die nach ein- 
maliger Loésung in warmem Alkohol im Ather nieht  léslich 
sind. Thre Hauptmenge wird gebildet von dem im Wasser tber- 
gehenden Jekorin, resp. von ihm nahestehenden Substanzen. 
Das Jekorin, stets wasserléslich, laibt sich aus wiisserigen LO6- 
sungen durch Aceton fiillen, ohne bei 6fterer Wiederholung des 
Losens und Wiederausfiillens seine reduzierende Eigenschaft 
zu verlieren. Es ist durch das Hinzukommen dieser Reaktion 
den Lecithinen nahegeriickt, unterscheidet sich aber von ihnen 
durch eine ebenso grofe Anzahl von Merkmalen, wie sie den 
ibrigen hierherzurechnenden Substanzen zukommen. 

Der Alkoholauszug autolysierter Lebern unterscheidet. sich 
von dem normaler durch einen hoheren prozentischen N- und 
einen niedrigeren prozentischen P-Gehalt, wie Schulte?) unter 
meiner Leitung nachgewiesen hat. 

Die Menge des Atherlislichen sinkt wiihrend der Dauer 
der Autolyse, da die starke Abnahme der Lecithine nicht durch 
eine entsprechende Quantitét neu entstandener iitherloslicher 
Produkte (Fettsiiuren, Cholesterin, Neutralfette) kompensiert wird. 

Die Zahl der bei der Autolyse aufgetretenen alkohollbs- 
lichen Substanzen ist mit den angegebenen nicht erschopft, 
Ubergangsstufen zwischen den reinen Lecithinen und dem Jekorin 
kommen noch in Betracht. 

Tritt die Fermentwirkung in Kraft. nachdem die Leber- 
zellen durch groBbe P-Dosen abget6tet sind, so ergeben sich 
dieselben chemischen Prozesse. Ich habe 3 fast gleich schweren 
Hunden je 0,02, 0,04 und 0,06 g P subkutan injiziert und als der 


') Inaug.-Diss. Géttingen, 1904. 
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Hund mit 0,06 g starb, wurden auch die beiden andern getotet, 
sodal} bei gleicher Dauer der Einwirkung die Bildung neuer 
Substanzen und der Abbau anderer in direkte Beziehung zur 
Intensitiit der durch P ausgelésten Fermentation gebracht werden 
kann. Die Bestimmungen ergaben folgende Prozentzahlen_ fiir 
das feuchte Organ. 





| 





Aikohol Ather- 
lick- Prot- nk. Leci- Fett- | Chole- |Neutral- 
P-Dosis Wasser" a Nissi] Pn | wee beet | alate | dames 
stand | agone stand line | sauren | sterin |  fette 
; 0 "lo . 0 "la "lo Fo "0 | "jo 
Oeg ) 67,1 90 0,006) 0 $15d = B86 0,06 | 0,03 | 0,02 
~ > = } | 
2 697 DAL 00065 0.0 345 | 1.26 | 0,69 | O11 | 031 
7110 8.61 0 0,135 0.00% 626) 2,61, 0.88 | O19 | 1,83 
HH > 744 > 10.89) 0.010) 0.58 $.96 1.31 0.83 | 0.22 | 2,06 


Die Vermehrung des Wassers tritt schon friih ein, der 
ganze Prozel liituft schneller ab, denn die Zersetzung geht bei 
Korpertemperatur und nach jihem Zelltod vor sich. So ist es 
zu erkliren, dab die Lecithine ja zwar bedeutend im Vergleich 
zu der Menge in normalen Lebern in allen 3 Versuchen  ab- 
nehmen, dal aber die niedrigste Zahl schon bei der geringsten 
Giftdosis erzielt ist, zu einer Zeit, in der Fettsiuren, Cholesterin 
und Neutralfette schon stark angewachsen sind, Protagon und 
fekorin. noch nicht nachgewiesen werden kénnen. Nun kommt 
offenbar eine zweite CGiftwirkung bei groBer Dosis zustande. 
langsam wird von dem grOBtenteils im Blute zirkulierenden 
Phosphor an die Leber abgegeben, jetzt erfahren Protagone, Leci- 
thine und schheblich das Jekorin eine betriichtliche Vermehrung. 
Fettsiuren, Cholesterin und Neutralfette nehmen konstant zu. 
Wir sehen also, da die Ahnlichkeit im Ablauf der chemischen 
Prozesse zwischen Autolyse und P-Vergiftung eine ganz her- 
vorstechende ist, ja, dali ich es in der Hand habe, durch die 
Grobe der P-Dosis bei gleich groben Tieren einmal eine pro- 
tagonreiche, das andere Mal eine jekorinreiche Leber zu erzielen. 
Auch bei steigender P-Dosis wie bei liingerer Dauer der Auto- 
lvse nehmen die mehr gebildeten Protagone schon wieder ab. 
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Bei lang ausgedehnter Autolyse habe ich auch eine Abnahme 
des Jekorins feststellen kénnen. 

Wir werden zur Kliirung der Frage, woher die in so deut- 
licher Weise aus der Leber mehr gewonnenen Substanzen wie 
Protagon, Jekorin, Fettséuren, Cholesterin, Neutralfette stammen, 
nur dann kommen, wenn wir die Fermente der Leber auf den 
normalen Bestandteil der Leber einwirken lassen, der fiir die 
Lebensvorgiinge von grober Bedeutung bei Autolyse und Ver- 
giftung zuerst und in solchem Mahe zugrunde geht, dab die 
neugefundenen Substanzen aus thm abgeleitet werden konnen, 
das ist das Lecithin. 

lech habe mir daher aus dem Alkoholitherauszug normaler 
Hundelebern das Lecithin durch Aceton gefiallt, es wiederholt 
in Ather gelist und die Fillung wieder vorgenommen. Dann 
wurden steril entnommene Hundelebern fein zerkleinert, der 
Bret mit Wasser unter Rihren ausgezogen, der Satt durch 
Kieselgurfilter keimfrei abgesogen. Da sich das Filter bald 
zusetzte, wurde zu einer Lecithinportion (Vers. 2) unfiltrierter 
Lebersaft zugesetzt, mit Toluol tiberschichtet und das sterilisierte 
GlasgefiB mit diesem Inhalt im Eisschrank aufbewalhrt. Zu 
dem andern Versuch wurde kein Toluol verwandt: nachdem 
die iitherische Lésung des Lecithins in dem sterilen Glasgefih 
bel 45° verdunstet war, wurde der klar filtrierte Lebersaft 
hinzugesetzt, das Glas zuparaffiniert und ebenfalls im Eisschrank 
aufgehoben. Bei der Eréffnung des Glases nach 20 Tagen 
erwies sich der Inhalt als steril. 


Versuch 1. 


0.771 ¢ Lecithin 20 Tage lang mit 20 ecm klaren Leber- 
saftes behandelt. Man sieht, wie das am Boden sitzende Leci- 
thin gelést wird, die Reaktion des Gemenges ist am Schlub 
deutlich sauer. Man behandelt nach der Offnung des Glases 
den Inhalt folgendermaben: Abdunsten des Wassers bei 50°, 
Aufnahme des Riickstandes mit warmem absoluten Alkohol, 
dann mit Ather. Der warme Alkohol wird 48 Stunden auf 
Kis gestellt, es ist keine Spur von Protagon ausgefallen. Wohl 


entstand eine Triibung. aber der Riickstand ging nach der 
2 r 
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Filtration nicht in warmen Alkohol tber, es fiel aus dem Alko- 
hol wihrend 24 stiindigen Aufenthalts im Eisschrank nichts aus, 
sondern in Ather, der zusammen mit der zweiten Alkohol- 
portion der urspriinglichen alkoholischen LOsung des Wasser- 
riickstandes wieder zugesetzt wurde. Nach dem Verdunsten 
des Alkohols wurde das in ihn vom Wasserriickstand Uber- 
cegangene nacheinander mit Ather und Wasser behandelt. Aus 
diesem <Ather lieBen sich mit Aceton 0,397 g¢ Lecithin ge- 
winnen. In dem Wasser léste sich langsam eine gelbbriiun- 
liche Masse, die LOsung reduzierte, die Substanz konnte durch 
Aceton aus dem Wasser ausgefiillt werden, lieBb sich danach 
nicht in Alkohol und Ather, wohl aber wieder in Wasser lésen, 
nochmals durch Aceton fiillen: sie betrug 0,015 ¢ und mubBbte 
daher als Jekorin angesprochen werden. Die gleich nach dem 
Alkoholauszug hergestellte Atherlésung des urspriiglichen Wasser- 
riickstandes wurde nun ebenfalls mit dem 3fachen Aceton ver- 
setzt: man gewann so stets wieder in Ather lésliches Lecithin 
in der Menge von 0,053 g. Es waren also von den 0,771 g 
Lecithin nur O.397 -+- 0,053 = 0,450 g wiedergewonnen, also 


0.321 ¢ umgesetzt. Nach der Acetonfillung wurden Ather und 
Aceton verdunstet, der Riickstand in Ather gelést und nun die 
Fettsiiuren abgespalten (Ausschiitteln mit miibig verdiinnter Soda- 
lOsung, Ausschiitteln der Seifenl6sung mit Ather, Verdunsten 
des Athers, nochmalige Aufnahme mit Ather). Man erhielt eine 
auf Fettsiiuren zu beziehende Abnahme des Atherextrakts von 
O4108 ¢. Durch Erhitzen des Riickstandes mit alkoholischer 
Natronlauge auf dem Wasserbade, Eindampfen auf demselben, 
Lisen des Riickstandes in viel Wasser, Ausschiitteln mit Ather 
gewannh man 0,002 ¢ einer wohl als Cholesterin anzusehenden 
Substanz, zumal sich beim zweiten Versuch grodfere Mengen 
sicheren Cholesterins finden leBben. Der Rest von 0,019 g war 
als Neutralfette anzusprechen, 


Versuch 2. 


1.808 g Lecithin unter 31 tagiger Einwirkung von 30 ccm 
triiben Lebersaftes mit Toluolzusatz. Der nach dem Eindampfen 
ber 50° bleibende Riickstand wird diesmal zuerst mit Ather, 
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dann mit 50° warmem Alkohol, darauf mit Wasser behandelt. 
Im Atherauszug fand sich durch Aceton fiillbares Lecithin in der 
Menge von 0,995 g, in den Alkohol war kein Lecithin mehr tiber- 
gegangen, sodaf} 0,813 g durch Fermentwirkung veriindert waren. 
In Ather gingen ferner iiber 0,121 g Fettsiiuren, 0,157 g Neutral- 
fette und 0,013 g¢ Cholesterin, leicht léslich in Ather, Chloro- 
form, nicht in Wasser, alle Farbennuancen der Salkowskischen 
Reaktion prachtvoll gebend. 

In den warmen Alkohol ging eine Substanz uber, die ich 
zuniichst auch fiir Lecithin hielt. Sie fiel nach Zusatz der 





2—3fachen Menge von Aceton aus, sah gelbbraun aus, war 
klebrig, Joste sich nach dem Ausfall aus Alkohol weder in diesem 
noch in Ather, dagegen sofort in Wasser und reduzierte stark: 
sie war also als Jekorin anzusprechen und ihre Menge betrug 
0,237 g. Ferner mubte sich in dem Alkoholauszuge, wenn 
soviel Lecithin zersetzt war, Cholin finden; ich fiillte daher, 
nachdem alles, was durch Aceton ausfiel, entfernt war, mit 
alkoholischer Platinchloridldsung und bekam nach Auflosung 
des Doppelsalzes in Wasser und langsamem Verdunsten des 
Wassers monoklinische Kristalle und meist sechseckige gelbe 
Plattchen. Dureh Waschen derselben mit Alkohol, Wieder- 
auflosen in Wasser und Entfernung des letzteren im Exsikkator 
erhielt ich dann gelbrote, grobe, dicke monokline Tafeln. 

In Wasser waren 0,539 g Substanz loslich, es entstand 
eine braune, stark reduzierende Fliissigkeit, nach Zusatz von 
Aceton jedoch war kein filtrierbarer Niederschlag zu erzielen. 
Die Reduktion kann auf den in dem Lebersafte gel6sten Zucker 
bezogen werden, immerhin aber haben wir es mit wasserlos- 
lichen Umsatzprodukten des Lecithins zu tun, die spiiter, wie ich 
das auch friiher fiir die Autolyse betont habe, zum Teil in echtes 
Jekorin iibergehen: sie kOnnen hier wie auch in den Anfangsstadien 
der Autolyse und der P-Vergiftung einen betrachtlichen Teil 
des Alkoholextraktes ausmachen, im spiiteren Stadium = aber 
nehmen sie ab. Vorléufig fehlt es noch an der Moglichkeit, 
sie naher zu identifizieren als durch die Merkmale, dal sie 
Abbauprodukte der Lecithine sind, daf} sie in den Alkoholauszug 
autolysierter und fettig degenerierter Lebern tibergehen und in 


ea 
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Ather unlislich, in Wasser lislich sind. Dem Stadium der 
Loslichkeit in Wasser geht bei der Autolyse ein solches der 
Unléslichkeit voraus. Hier wie bei allen derartigen Prozessen 
gilt der Satz mavta pet, sodafi eine Abtrennung schwieriger 
werden mud). 

Ks liBl sich also der Prozefh der Autolyse und der 
fettigen Degeneration chemisch durch Behandlung des Leeithins 
mit Leberfermenten soweit vOllig nachahmen, als es sich um 
eine Vermehrune der Fettsiiuren, des Cholesterins und der 
Neutralfette, des Jekorins und der diesem nahestehenden Sub- 
stanzen handelt. Zur Bildung des Jekorins wird der 1m Leber- 
safte vorhandene Zucker notwendig sein. Unaufgeklirt ist da- 
gegen noch die Abstammung des Protagons, das nach den Unter- 
suchungen von Tintemann und mir?) in Phosphorlebern bis 
zu der Hohe von etwa 1°/o der feuchten Lebersubstanz an- 
wachsen kann, und die Entstehung des nach der Zerstorung des 
vorhandenen neuauftretenden Lecithins, das, wie ich in meiner 
letzten Publikation?) hervorhob, nach einmaligem Ubergang 
nicht in Ather, sondern in Alkohol léslich ist. Die Erklirung 
der Wasserzunahme wird nicht auf Sehwierigkeiten  stoben. 
Die Summe der fiir die so ausgedehnten und intensiven Um- 
setzungsprozesse der Lecithine in Betracht kommenden Fer- 
mente wird eine [solierung der einzelnen nicht leicht machen. 
Nachdem ich bet der Gleichheit der anatomischen bilder 
autolysierter und fettig degenerierter Lebern dieselben Korper, 
deren physikalische Eigenschaften (Tropfenbildung, Wasser- 
losdichkeit) mit dem Wesen der fettigen Degeneration so gut 
vereinbar sind, habe zu- und abnehmen sehen, nachdem es 
mir gelungen ist, durch fermentativen Abbau der Lecithine 
den groéften Teil dieser Substanzen zu erzeugen, wird das 
Problem der fettigen Degeneration als gefordert angesehen 


werden. diirfen. 


', Zentralbl. f. allg. Path. u. pathol. Anat., Bd. XV, 1904. 


2) Virchows Archiv, Bd. 177, 1904. 

















Uber das Verhalten der Asparaginsaure im Organismus. 
Von 
E. Salkowski. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des pathologischen Instituts zu Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 27. Juni 1904.) 


Das erhdhte Interesse, das in neuerer Zeit wiederum dem 
Verhalten der Monaminosiiuren im Organismus zugewendet wird,!) 
veranlabt mich, eine schon lingere Zeit zuriickliegende Ver- 
suchsrethe zu verOffentlichen, welche den Zweck hatte, die Be- 
teiligung der Asparaginsaure an der Harnstoffbildung festzustellen. 

Versuche hieriiber sind schon im Jahre 1874 von Knierim?) 
an einem kleinen Hund angestellt worden, mit dem Resultat, 
daB die Asparaginsiiure in Harnstoff iibergeht. — K. gab einem 
kleinen Hund yon 2780 ¢ Korpergewicht an 2 Tagen 32,95 g 
Asparaginsiiure als Natriumsalz. Der N-Gehalt dieser Quantitat 
betriigt 3,39 g. Davon wurden nach K. nicht weniger als 
().78 ¢ mit den Faeces ausgeschieden, nur 2,61 g resorbiert. Diese 
verursachten eine Zunahme des Harnstoffs um 5,328 ¢ = 2,486 N. 
Die Differenz—=0,124 N bezieht K. auf Versuchsfehler. 

Allein dieser Versuch ist nicht ganz beweisend, weil in 
demselben der Harnstoff nach der Bunsenschen Methode be- 
stimmt ist, diese aber ganz dasselbe Ergebnis auch dann hat, 
wenn die Asparaginsiiure nicht als Harnstoff, sondern als Ur- 
amidobernsteinsiiure ausgeschieden wird, und die Moglichkeit, 
dah die Asparaginsiiure als Uramidosiiure ausgeschieden wird, 
nach Analogie des Taurins sowie der aromatischen Amidosiiuren, 
nicht von vornherein in Abrede zu stellen ist. Die Entscheidung 
dariiber, ob Harnstoff oder Uramidosaure vorliegt, ist, abgesehen 
von den neueren Methoden zur Bestimmung des Harnstoffs 
als solehen, nur auf Grund der von mir erweiterten Bunsen- 

') Vergl. Abderhalden u. Bergell, Diese Zeitschr., Bd. XXXIX, 
~. 9. — Stolte, Hofmeisters Beitriige, Bd. V, S. 15. — Neuberg und 
Langstein, Archiv f. Anat. u. Physiol., Physiol. Abth. 1903, 5. 514. 

2) Zeitschr. f. Biolog., Bd. 10, S. 15. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLII. 14 
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schen Methode modglich, wie ich in meiner Mitteilung tiber 
das Verhalten der in den Magen eingefiihrten Harnsiiure im 
Organismus in dieser Zeitschrift Bd. XXXV, S. 495, ausge- 
fiihrt habe. Beziiglich der Ansfiihrung dieses Verfahrens kann 
ich auf die zitierte Stelle, sowie auf meine friitheren Mitteilungen 
iiber diesen Gegenstand verweisen, die sich |. ec. erwihnt finden. 

Der Versuch wurde an einem Kaninchen von 2450 g 
Kérpergewicht ausgefiihrt, das am Tag 180 g Kartoffeln erhielt, 
diese allerdings nicht immer vollstiindig verzehrte. Der Harn 
wurde in verdiinnter Salzsaure aulgefangen, die Perioden durch 
Ausdriicken der Blase abgegrenzt. 

Periode IL. 15., 16., 17. Juli. Normalperiode, 
Harn mit etwas Wasser auf #20 cem D 1012. 

1. Gesamt-N 1,188 ¢; 
Gesamt-S durch Schmelzen mit Salpeter in 70 ccm bestimmt. Diese 
lieferten 0.1866 BaSO, = 0,164 5 im ganzen; 


he 


3. Bunsensche Bestimmung: 
a) Erhaltenes BaSO, aus 15 ccm Filtrat = 7,5 cem Harn: 0,167 g 
1,125 CO fiir 420 cem Harn; 
b) Alkalescenzabnahme. 15 cem Filtrat = 7,5 cem Harn erfordern 
vor dem Erhitzen 8,4 cem '/1o Normalsiiure, nach dem Erhitzen 
5,75 cem, also Abnahme 2,65 cem '/io. Das ergibt fiir 420 cem 
Harn eine Abnahme um 14,8 ccm Normalnatron, 
Periode Il. 18, 19., 20. Juli. Fitterungsperiode. 

Das Kaninchen erhielt 12,381 g Asparaginsiure als Na-Salz, ent- 
haltend 1,3031 g N, mit der Schlundsonde in den Magen auf 3 Tage 
verteilt. Der danach entleerte Harn ist stark alkalisch, wird wie ge- 
wOhnlich in verdiinnter Salzsiure aufgefangen. 470 cem Harn auf 500 
aufgefallt D 1022. 

1. Gesamt-N 1.96 ¢; 
2. Gesamt-S in 75 ecem. Hieraus erhalten 0,1715 BaSO,. Daraus_ be- 
rechnet sich fiir die ganze Quantitaét 0,1570 5; 
3. Bunsensche Bestimmung: 
a) Erhaltenes BaSO, aus 7,5 ccm Harn: 0,239 g = 1,915 CO fur 
500 ccm Harn; 
b) Alkalescenzabnahme 2,3 ccm ‘jo S = 15,3 ccm Normallauge 
fiir die ganze Quantitit. 
Periode Ill. 21., 22., 23. Juli. Normalperiode. 
Harn: 365 ccm aufgefiillt auf 375 ccm. 
1. Gesamt-N 1,575 g; 
2. Gesamt-S. Aus 62,5 cem 0,201 BaSO, = 0,166 S fiir die ganze Periode; 
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3. Bunsensche Bestimmung: 
a) Erhaltenes BaSO, 


die ganze Periode;: 


aus 
b) Alkalescenzabnahme 2,8 ccm 
fiir die ganze Periode. 
Periode IV. 24., 25., 
1. Gesamt-N 1.294 g; 
Gesamt-S 50 ecm 


ne 


Aus erhalten: 
ganze Periode; 
3. Bunsensche Bestimmung: 
Erhaltenes BaSO, aus 7,4 
b) Alkalescenzabnahme 2,4 ccm 
| 


natron fiir die ganze Periode. 





Periode V. 27. und 28, 
% g Asparaginsiure == 
Harn: 
1. Gesamt-N 1,935 g; 
2. Gesamt-S 
3. Bunsensche Bestimmung: 
a) BaSO, aus 7,9 ccm Harn: 
Periode; 
b) Alkalescenzabnahme 2.5 ccm 
ganze Periode. 
Die folgende Tabelle 
die berechneten Verhaltniszahlen. 


Asparaginsiiure im Organismus. 


7.9 cem Harn: 


j10 = 14.0 cem 


26. Juli. 


O1975 BasO, 


2 cem Harn: 


10 Normalnatron 


Juli. 
1.022 N als Na-Salz. 
340 ccm aufgefillt 


60 cem lieferten 0,173 BasO, 


0,528 ¢g 


enthalt 
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0.2485 g 1493 CO fiir 


Normallauge 
Normalperiode. 


0.163 S fiir die 


0,230 g 1.106 CO; 


96 Normal- 
Fitterungsperiode. 

auf 360. 
0143 S in 2 Tagen; 
1.892 CO fiir die ganze 
die 


12 ccm Normallauge fir 


die gefundenen Werte und 




















; : Alkalescenz 
CO Gesamt-| abnahme 
. Wan . | : . in com Be- 
Periode Gesamt-N, nach | QO | S:N Normal- 
) natron merkungen 
Bunsen : === 100: fiir die ganze 
| | | Harnmenge | 
P3Tage 1188 | 1,125 | 94,70 0,164) 1: 7,2 14,8 
| 2 831 
Il 3 Tage 1,960 1,915 |97,70 (0,157/1: 11,8 13.3 Asparagin- 
| saure 
ibatiudiad - | 
tl 3 Tage = 1,575 1,493 194.79 ‘0,166 1:9.5 14,0 
! 
. —— 
IV 3 Tage 1,294 1,106 | 85,47 (7) 0,163) 1: 7.9 9.6 
9) 
V 2 Tage} 1,935 1892 (97,77 (0,143)1: 13,6 12.0 | Asparagin- 


siure 


14* 
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Aus der Tabelle ergibt sich: 

1. Nach der Verabreichung von Asparaginsaure ist im 
Harn in vermehrter Menge ein Kérper vorhanden, welcher bei 
der Bunsenschen Bestimmung CQ, liefert. Dieser Kérper kann 
nur Harnstoff sein und nicht Uramidobernsteinsiiure. Denn 
diese wiirde unter den bei der Bunsenschen Bestimmung 
herrschenden Bedingungen in Amidobernsteinsiiure, Ammoniak 
und Kohlensaure gespalten werden. NH, und CQO, wiirden 
dabei nicht in dem Aequivalentverhaltnis 1:1 entstehen, we 
beim Harnstoff, sondern in dem Verhiltnis !/2:1. Die Alkales- 
cenz der Bunsenmischung mubte also beim Erhitzen = stark 
abnehmen, eventuell bis zum Eintritt neutraler Reaktion. Das ist 
nicht der Fall gewesen. Die Alkalescenzabnahme ist vielmehr 
anniihernd ebenso grof, wie in den Normaltagen, folglich kann 
der CQO, liefernde Korper nicht Uramidobernsteinsaiure, sondern 
nur Harnstoff sein. Damit steht auch die Entleerung— stark 
alkalischen Harns nach der Verabreichung des asparaginsauren 
Natron in Einklang. Ware die Asparaginsiiure in Uramidobern- 
steinsiiure iibergegangen, so hiitte die Reaktion des Harns sich 
nicht andern konnen. 

2. Die Verhiltniszahlen zwischen N und CO zeigen, dah 
die Asparaginsiiure, soweit sie resorbiert ist, volisténdig in Harn- 
stoff iibergegangen ist. Warde der Harn normalerweise nur 
Harnstoff enthalten, so miibte Gesamt-N :CO sich wie 100: 100 
verhalten. Da das nicht der Fall ist, so ist CO etwas kleiner. 
Im vorliegenden Fall war, wenn wir die eine zweifelhafte Zahl 
von Periode IV nicht berticksichtigen, das Verhiéltnis etwa 
100:9%,75. An den Asparaginsiiuretagen ist die Zahl ftir CO 
etwas hoher. Dieses deutet darauf hin, dab keine Asparaginsaure 
oder nur sehr wenig als solche ausgeschieden ist. Denn es ist 
einleuchtend, daB sich das Verhiltnis zwischen N und CQ in 
der beobachteten Weise dandern mui, wenn sich zu dem im 
wesentlichen, aber doch nicht ausschlieflich aus Harnstoff be- 
stehenden Gemisch N-haltiger Korper im Harn noch Harnstoff 
hinzuaddiert. 

Dabei ist nun allerdings eine kleine Einschrankung zu 
machen. An den Normaltagen ist das Verhiltnis von N:CO 
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— 100: ca. 94,7 gefunden worden. Die Zahl 94,7 ist vermut- 
lich etwas zu hoch, weil in diesen Versuchen der Stickstoff 
noch nach dem alten Schneider-Seegenschen Verfahren durch 
Gliihen mit Natronkalk im Kolben bestimmt ist, das in nor- 
malem Harn wohl etwas zu niedrige Werte liefert. Das wird 
noch mehr der Fall sein, wenn im Harn eine Amidosiiure 
vorhanden ist, welche natirlich durch Natronkalk schwerer 
gespalten wird, als Harnstoff. Aus diesem Grunde ist auch 
der Schlub, dafi die Asparaginsiiure vollstiindig in Harnstoff 
iibergegangen und nichts unverdandert ausgeschieden ist, nicht 
mit Sicherheit zu ziehen. 

3. Fiir die Frage, inwieweit die verabreichte Asparagin- 
siure resorbiert ist, gibt der Versuch keinen ganz sichern An- 
halt. da er hierfiir wohl etwas zu kurz ist, doch ist diese 
Frage ja auch nur von sekundirem Interesse. 

Als Normaltage sind nur Periode I und IV anzusehen, 
da Periode II] augenscheinlich noch unter dem EinfluB der 
verabreichten Asparaginsiure steht. 

An den 6 Tagen der Periode I und IV ist N ausgeschieden 
1,188 +- 1,294 = 2,482 g; in Periode II und III ist ausge- 
schieden 1,96 4- 1,575=3,535 g. Das Plus gegeniiber den 
Normaltagen betrigt 1,053 g, wiahrend mit der Asparaginsiiure 
1,303 g verabreicht waren. Es wiirden also nur ca. 81°/o 
resorbiert sein. Die Berechnung ist natiirlich nur zuliissig unter 
der Annahme, dafi der Eiweibzerfall in allen vier Perioden 
derselbe gewesen ist. Die anniihernde Konstanz der S-Aus- 
scheidung lift diese Annahme zu. Dagegen ist der Einwand 
nicht unberechtigt, dafi die Werte fiir die N-Ausscheidung 
vielleicht infolge des angewandten Verfahrens zu niedrig ge- 
funden sind, tatsichlich also doch etwas mehr Asparaginsiiure 
zur Resorption gelangt und unverdandert ausgeschieden sein 
konnte. 

Fiir die zweite Dosis der Asparaginsiiure ist eine Be- 
rechnung nicht zuliissig, da die Voraussetzung derselben, die 
Konstanz des Eiweibzerfalles, nicht zutrifft. Augenscheinlich 
ist der Eiweibzerfall — sei es infolge der Verabreichung der 


Asparaginsdure, sei es infolge mangelhafter Nahrungsaufnahme 
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— gesteigert gewesen, da die Schwefelausscheidung, auf 3 
Tage umgerechnet, in dieser Periode 0,215 g betrug gegeniiber 
rund O16 g in der vorhergehenden Periode. Fiihrt man ohne 
Beriicksichtigung dieses Umstandes die Berechnung aus, so 
gelangt man zu einem widersinnigen Resultat uber die Grobe 
der Resorption. 

An den Normaltagen betragt die mittlere N-Ausscheidung, 
auf 2 Tage umgerechnet, 0,824 g; in der Fiitterungsperiode 1,935 g. 
Die Differenz ist also 1,111 g, wahrend mit der Asparaginsaure 
nur 0.947 g eingefiihrt sind, und das trotzdem die Wirkung 
der Asparaginsdure in den der Fitterung nachfolgenden 24 
Stunden sicher noch nicht abgeschlossen war. (Aus duberen 
Griinden muBbte der Versuch abgebrochen werden.) Auch das 
fehlerhafte Plus an N zeigt mit Bestimmtheit, dai der Eiweit- 
zerfall in dieser Periode gesteigert war. Berechnet man rick- 
wiirts aus dem mittleren Verhaltnis von S:N (=1:7,55) die 
auf Periode V aus dem Eiweifizerfall stammende N-Menge, so 
erhilt man hierfur eine N-Ausscheidung von 1,679 g. Unter 
Benutzung dieser Zahl wiirde sich eine Resorption von 90°/o 
ergeben. 

liir die Hauptfrage sind diese Berechnungen indessen 
belanglos, es steht jedenfalls fest, dab die resorbierte Asparagin- 
siiture zum groften Teil in Harnstoff und nicht in Uramido- 
bernsteinsiiure iibergegangen, ein Teil vielleicht unveriindert 


ausgeschieden ist. 























Zur Kenntnis des Harns und des Stoffwechsels der Herbivoren. 
— Vorkommen von Allantoin. — Indikanbestimmung. 
Von 
E. Salkowski. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des Pathologischen Instituts zu Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 27. Juni 1904.) 


I. 

Vor einiger Zeit habe ich gelegentlich darauf aufmerksam 
gemacht, dali Harne, die man langere Zeit mit Chloroformzusatz 
aufbewahrt hat, auffallend wenig Harnsiiure enthalten, und die 
Vermutung ausgesprochen, dal} die Harnsiure unter Bildung 
von Oxalsiiure oxydiert sein konnte. 

Luzzatto!) hat dann an einem Hundeharn eine starke 
Steigerung des Oxalsiiuregehaltes direkt festgestellt. Ein Hundeharn, 
der schon liingere Zeit mit Chloroform versetzt gestanden hatte, 
enthielt 0.0647 ¢ Oxalsiiture im Liter: nachdem er dann weitere 
3 Monate gestanden hatte, 0,138) g, der Oxalsiiuregehalt hatte 
sich also verdoppelt. 

Ein Rinderharn (Kuhharn), welcher mehrere Jahre, mit 
Chloroform konserviert, gestanden hatte, gab mir Gelegenheit, 
eine ganz ungewohnlich grofe Menge Oxalsiiure im Sediment 
festzustellen. Der Harn — es waren etwa 5 Liter — war zu 
anderen Zwecken von einem reichlichen Bodensatz, der sich 
allmiithlich gebildet hatte, abfiltriert worden. Da die mikro- 
skopische Untersuchung zeigte, dai das Sediment anscheinend 
sroftenteils aus oxalsaurem Kalk bestand, sah ich mich ver- 
anlabt, die Quantitaét der Oxalsaure in demselben zu bestimmen. 
7u dem Zweck wurde der Niederschlag nach dem Auswaschen 
in verdiinnter Salzsaure gel6st, naechgewaschen und das klare 
Filtrat durch Wasserzusatz auf das Volumen von 5OO cem 
gebracht. 


1) Diese Zeitschrift. Bd. XXXVI. S. 2: 


»s 
YF. 
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1. 50 com wurden mit Ammoniak alkalisiert, mit Essig- 
siure ziemlich stark angesiiuert: der Niederschlag, gesammelt, 
gewaschen, gegliht, lieferte 0.1124 CaO. Dasselbe war frei von 
Schwefelsaure und Phosphorsaure. 

2. 25 ccm, ebenso behandelt, gaben 0,0572 CaO « 2 = 
0.114% CaO. Im Mittel lieferten also 50 ccm 0,1134 CaO. Daraus 
berechnet sich fiir das ganze aus 5 Litern stammende Sediment 
1.822 ¢ wassertreie Oxalsiiure, in Form von oxalsaurem Kalk 
abgeschieden, oder 0.3644 pro Liter. 

In Anbetracht dieses ungewohnlich hohen Befundes schien 
es mir wiinschenswert, mit aller Bestimmtheit den Nachweis 
zu fithren, daf hier wirklich Oxalsiiure vorlag. 

Zu dem Zweck wurden die restierenden 425 ccm der 
salzsauren Loésung wiederholt mit Ather geschiittelt und der beim 
Abdestillieren und Verdunsten des Atherauszuges bleibende 
Riickstand umkristallisiert. Es ergab sich so 0.2396 g erste und 
O.5822 ¢ zweite Fraktion. 

Zur Analyse wurde die erste Fraktion verwendet, nachdem 
sie zur Entwiisserung liingere Zeit bei 100° getrocknet war. 
Dabei ging leider infolge zu hohen Ansteigens der Temperatur 
ein grober Teil durch Sublimation verloren. 


O.1107 ¢ gaben 01067 ¢ CO, und 0.0249 g H,O 
Berechnet Gefunden 
(26,67 % 26,30 Jo 
H = 2,22/o 2.49 Jo 


Die zweite Fraktion nebst kleinen Resten der ersten 
wurde in wenig Wasser gelést und mit Ammoniak versetzt, 
das kristallinisch ausgeschiedene Ammoniumoxalat  abfiltriert 
und abgeprebt. 

O.3417 g lufttrocken wurden mit Natronlauge destilliert, 
das Ammoniak in 10 ecm Normalschwefelsiure aufgefangen. 
Beim Zuriicktitrieren wurden gebraucht 25,8 cem 3/, Normal- 
siiure, also waren gebunden 24,2 3/; Siure. Daraus berechnet 
sich ein N-Gehalt von 19,80°/o, oxalsaures Ammon mit 1 Mol. 
Krystallwasser erfordert. 19,72 °%/o. 

Im Destillationskolben hatte sich schwerlésliches Natrium- 
oxalat ausgeschieden. Selbstverstiindlich wurde auch die Reaktion 
der Siiure mit Calciumsalzen festgestellt. 











Zur Kenntnis des Harns und des Stoffwechsels der Herbivoren ete. 215 


Die im Harn etwa noch gelost vorhandene Oxalsiiure 
konnte leider nicht bestimmt werden, da der Harn = schon 
anderweitig verbraucht war. 

Wenn sich nun auch hiiufig, aber durchaus nicht immer, 
in dem Harn der Pflanzenfresser ein Sediment findet, in dem 
nach der mikroskopischen Untersuchung oxalsaurer Kalk anzu- 
nehmen ist, so ist doch selbstverstiindlich nicht daran zu denken, 
daB die ganze Quantitét Oxalsiiure im Harn bereits priformiert 
war. Der Sicherheit halber aber wurden doch noch 2 Rinder- 
harne auf Oxalsiure untersucht. 

Harn | stammte von verschiedenen Kiihen. Er war 
fast ganz klar, von ganz schwach alkalischer Keaktion, von 
lichtbriiunlicher Farbe. Spez. Gew. 1024 N-Gehalt = 0,75°/o. 

Harn II stammte von einer Kuh. Aubere Beschaffenheit wie 
beil, Reaktion neutral. Spez. Gew. 1021 N-Gehalt = 0,685 °/o. 

1. 250 cem von Harn] wurden unter Zusatz von einigen 
Tropfen Salzsiiure auf dem Wasserbad auf ein geringes Vo- 
lumen eingedampfl. Bei Zusatz von ca. 20 com Salzsaiure von 
1,124 D nach dem Erkalten erstarrte der Riickstand zu einem 
Breit von Hippurséure. Nach ca. 24stiindigem Stehen wurde 
soviel Wasser hinzugesetzt, dafs ein diinner Brel entstand. Die 
Hippursdure abfiltriert und nachgewaschen, das Filtrat 5 mal 
mit einem Gemisch von 9 Vol. Ather und 1 Vol. Alkohol aus- 
geschiittelt und im tibrigen so verfahren, wie ich es in Bd. XXIX, 
S. 437 dieser Zeitschrift angegeben habe. Nach 24stiindigem 
Stehen nach Zusatz von CaCl,, NH, und C,H,O, hatte sich 
nur ein Anflug von lichtbraunlicher Farbe am = Boden des 
Becherglischens gebildet. Derselbe wurde auf einem Filter 
gesammelt, gewaschen, auf dem Filter mit warmer verdinnter 
Salzsiiture behandelt (unter mehrmaligem Zurtickgieben der Salz- 
saure). Das Filtrat lieferte mit NH, und etwas Essigsiiure ver- 
setzt eine geringe Quantitéit oxalsauren Kalk, der 0,0013 CaO 
gab — 0,0084 Oxalsiiure im Liter. 

2. 250 cem Harn Il, ebenso behandelt, gab gleichfalls 
eine Spur oxalsauren Kalk = 0,0009 CaO = 0,0058 Oxalsiéure 
im Liter. 


3. 500 cem Harn sollten nach dem Verfahren von Auten- 
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rieth und Barth?!) untersucht werden, es entstand jedoch 
nach dem Zusatz von CaCl, und NH, iiberhaupt kein merk- 
licher Niederschlag, weil der Harn zu phosphorsiiturearm war. 
Um das Verfahren ausfiihrbar zu machen, wurden 500 ccm 
mit ca. 2 g Natriumphosphat (Na,HPO,-+ 12 H,O) und dann 
mit CaCl, und NH, versetzt. In dem nach 24 Stunden verar- 
beiteten Niederschlag war Oxalsiiure nicht nachweisbar. Es resul- 
tierte schlieblich 0,6mg Riickstand, der aus Ferriphosphat bestand. 

Danach kann man wohl bestimmt annehmen, daf} die Oxal- 
siiture in dem alten Harn nicht priformiert, sondern beim Stehen 
entstanden war. 

In analytischer Beziehung folgt aus dem Mitgeteilten, dab 
es nicht angiingig ist, Harnsaiure oder Oxalsiaure in lange aul- 
bewahrten Harnen zu bestimmen. Das wird ja auch schwerlich 
jemand von vornherein tun, wohl aber konnte man auf den 
Gedanken kommen, friiher ausgefiihrte Bestimmungen noch 
einmal an konserviertem Material zu kontrollieren. Das geht 
also mieht an. 

Ks fragt sich nun, woraus die Oxalséure im vorliegenden 
Fall entstanden ist. An die Harnsiiure als Muttersubstanz war 
kaum zu denken, da der KRinderharn sehr arm an Harnsiéure 
ist. Mittelbach?) fand in demselben: 

0,091 — 0,453 — 0,191 —0,196 —0,333 —0,088 2 im Liter. 
Ich selbst fand in Harn | 0,027°/o, in Harn I 0,021°/o Harnsiaure. 

Da der alte Harn aus derselben Quelle stammte wie die 
beiden Harne | und Il und wie diese von Milchkiihen mit 
Trockenfiitterung herriihrte, so darf man wohl annehmen, dab 
der Harnsiiuregehalt anniihernd derselbe gewesen sein wird. 

An dem alten KRinderharn war nun noch eine andere 
Abweichung konstatiert worden. Wihrend frischer Rinderharn 
in der Regel direkt Reaktionen auf Skatolkarbonsiiure gibt,?) sicher 
im Riickstand des Atherauszuges aus dem angesiiuerten Harn 
— allerdings an Intensitiit wechselnd — war in dem. alten 

') Diese Zeitschrift, Bd. XXXV, S. 327. 

2) Diese Zeitschrift, Bd. XI, S. 4608. 

) Ich halte es fir sehr wohl modeglich, daf§ auch das Urorosein 


7) 


ein aus der Skatolkarbonsiiure stammender Farbstoff ist. 
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Harn keine Reaktion auf Skatolkarbonsiiure zu erhalten, auch 
nicht im Atherauszug. 

Die Annahme, dab die Skatolkarbonsiiure zu Oxalsiiure 
oxydiert sei, ist nun nicht sehr wahrscheinlich, aber doch nicht 
ausgeschlossen, wenn man sich erinnert, mit welcher Leichtigkeit 
manche aromatische Substanzen, wie das Phenol, in wiisseriger 
Losung durch Kaliumpermanganat zu Oxalsiiure oxydiert werden. 
Jedenfalls ist es doch das Nichstliegende, zwei Erscheinungen, 
die gleichzeitig auftreten, in ursaéchlichen Zusammen- 
hang zu bringen. Ist aber die Quantitét der Skatolkarbonsiiure 
im Rinderharn so grofh, dab man tiberhaupt an diese Moglich- 
keit denken kann? Diese Frage mubte zuerst entschieden 
werden. <Andererseits kam mir die Idee, ob nicht vielleicht, 
wenn die Harnsiiure selbst die Quelle nicht war, ein der Harn- 
siiure nahestehender Korper, das Allantoin, die Quelle sein 
kOnnte. Allerdings ist das Allantoin bisher nicht im Rinderharn 
gefunden, konnte es aber nicht ebenso iibersehen sein, wie 
lange Jahre im Hundeharn ? 

Um tber diese Fragen ins Klare zu kommen, wurde zu- 
niichst 1 1 Rinderharn | auf dem Wasserbad mdoglichst weit 
eingedampft und dann mehrere Tage stehen gelassen. Nach 
dieser Zeit fand ich den Sirup zu einem Brei von kleinen 
Kristallwarzen erstarrt, welche den Eindruck machten, als ob 
sie einheitlicher Natur seien. Das war nun, wie sich bald ergab, 


nicht der Fall, es waren vielmehr im wesentlichen — abgesehen 
von anorganischen Beimischungen — zwei organische Korper 


von sehr verschiedener Loslichkeit vorhanden, deren Trennung 
keine Schwierigkeit machte. Der kristallinische Bret wurde mit 
wenig kaltem Wasser angeriihrt, auf dem Nutschenfilter abge- 
saugt und mit kleinen Portionen Wasser gewaschen, dann in 
einen Kolben iibertragen und mit Wasser zum Sieden erhitzt, 
heif filtriert. Dabei blieb etwas schleimige Substanz ungelost 
zuriick. Aus dem etwas eingeengten Filtrat schieden sich beim 
Stehen bis zum niichsten Tage Kristalldrusen aus, deren Aus- 
sehen an Allantoin erinnerte. Gleichzeitig hatte sich die Fliissig- 
keit getriibt und es hatte sich auch etwas pulveriger Niederschlag 


auf den Kristalldrusen ausgeschieden. Dieser Niederschlag be- 
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stand aus harnsauren Salzen und Calciumsulfat. Die Kristall- 
drusen wurden aus der Fliissigkeit herausgenommen und durch 
Abspiilen mit Wasser oberflichlich gereinigt. Schon nach ein- 
maligem Umkristallisieren ohne Anwendung von Knochenkohle 
war der fragliche Koérper fast ganz aschefrei und erschien 
hinreichend rein zur Analyse. Es wurde zuniachst eine N-Be- 
stimmung nach Kjeldahl gemacht. 

0.2930 g unter Zusatz von CuSO, 5 Stunden lang mit H,SO, er- 
hitzt (ohne Zusatz von Kaliumpermanganat) erforderten 36,8¢cm '/s Normal- 
siiure O10314 ¢@ N = 35.15°'. Berechnet fiir Allantoin: 35,442). 

Zur Sicherheit wurde die Substanz noch einmal unter 
Anwendung von etwas Knochenkohle aus heifem Wasser um- 
kristallisiert und erschien nun blendend weil in schon ausge- 
bildeten Kristallen. 

0.1707 ¢ gaben 0.1890 ¢ CO, und 0,0753 g H,O 


Berechnet fiir C,H,N,O. Gefunden 
“6 "6 3 

C 30.38 2/0 30.22 ’ 0 

H 3.78 %/o $01 °/o 


Es lag also in der Tat Allantoin vor. Damit stimmte auch 
die Bildung von Oxalsiiure durch Einwirkung von Natronlauge 
und die Fiillbarkeit durch ganz schwach ammoniakalische Silber- 
lOsung tiberein. 

Die Oxalsiturereaktion gelingt nach meinen Erfahrungen 
leicht und sicher, wenn man ein Prébehen Allantoin im Reagens- 
glas kurze Zeit — etwa 1—2 Minuten — mit Natronlauge von 
ea. 15°%/o NaHO zum Sieden erhitzt, nach dem Erkalten mit 
Kssigsiiture schwach ansiiuert, dann CaCl,- oder CaSO,-Losung 
hinzusetzt. Zu starke Natronlauge und zu langes Erhitzen ist zu 
vermeiden, da sich dann beim Ansiiuern Kieselsiiure ausscheidet. 

Die Silberreaktion auf Allantoin gehért bekanntlich zu 
den allerdiffizilsten. Eine Spur Ammontak zuviel verhindert das 
Kintreten der Faéllung. Podusehka und J. Pohl!) haben vor- 
geschlagen, die Reaktion so anzustellen, dai man nach dem 
Z7usatz des Reagens noch Silbernitratl6sung hinzufiigt. Das Ver- 
fahren ist sehr gut, kOnnte aber, wenn man es zur quantitativen 
Bestimmung braucht, wie Poduschka es tut, unter Umstianden 
zu einem fehlerhaften Plus von Allantoin fiihren. Eine schwach 


', Zeitschr. f. exp. Pathol, Bd. 44, S. 59. 
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ammoniakalische Silberlosung gibt natiirlich bei erneutem Zu- 
satz von Silbernitrat einen briitunlichen Niederschlag von Silber- 
oxyd. Es ist also Vorsicht in dieser Richtung geboten: der 
Niederschlag mufi von rein weifer Farbe sein. 

Die Darstellung des Allantoins in der angegebenen Weise 
wurde noch 2 mal mit je 1 Liter Harn | wiederholt und verlief 
stets wie oben beschrieben. Die Quantitét des Allantoins ist 
nicht ganz unerheblich. In einem Falle, in dem Verluste moég- 
lichst vermieden wurden, erhielt ich aus 1 Liter Harn I 0,775 ¢ 
trockenes analysenreines Allantoin. In Wirklichkeit wird man den 
Gehalt an Allantoin wohl auf 1 g im Liter veranschlagen kénnen. 

Der Harn I stammte, wie gesagt, von verschiedenen Kiihen. 
Man konnte nun ja allenfalls denken, dab unter diesen nur 
ein abnormer Allantoinproduzent gewesen sein konnte. Das ist 
zwar aus dem Grunde unwahrscheinlich, weil diese eine Kuh 
dann eine ganz auferordentlich grobe Quantitéit Allantoin aus- 
geschieden haben mite, der Sicherheit wegen wurde aber 
doch noch der von einer Kuh stammende Harn I] untersucht 
und darin gleichfalls Allantoin gefunden. 

Danach ist die alte Angabe, dafi nur der Harn von Saug- 
kilbern Allantoin enthalt und zwar darum, weil diese rein 
animalische Nahrung erhielten, zu berichtigen. Allantoin ist 
vielmehr ein normaler Bestandteil des Kuhharns. Ob 
es konstant darin vorkommt oder nur bei einer bestimmten 


Fiitterung — sie bestand im vorliegenden Fall aus Haferschrot, 
Kleie, Biertrebern und Heu — oder ob es vielleicht nur_ bet 


Milchkiihen vorkommt, nicht bei miinnlichen Rindern, dieses 
alles miiBte durch besondere Untersuchungen festgestellt werden, 
Ebenso miiBten auch der Pferdeharn und die Kuhmilch auf 
Allantoin untersucht werden. 

Es ist nun sehr wehrscheinlich, dab sich die Oxalsiure 
aus dem Allantoin bildet, streng genommen hiitte auch das 
allmiihliche Verschwinden des Allantoins unter Auftreten von 
Oxalsiiure festgestellt werden miissen. Da die Bildung der Oxal- 
siiure aber duberst langsam erfolgt, so ist diese Forderung 
nicht leicht zu erfiillen, einstweilen hielt ich den Zusammen- 


hang fiir hinreichend wahrscheinlich, um die Untersuchung der 
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Verhiiltnisse der Skatolkarbonsiure vorliéufig aufzugeben. Es ist 
wohl moéglich, dab die Bildung von Oxalsiiure aus Allantoin 
durch ein im Harn enthaltenes Ferment bewirkt wird, der 
Nachweis wegen des langsamen Verlaufs der Reaktion aber 
kaum zu fiihren. 

Was war nun der zweite Koérper, der sich aus dem ein- 
gedampften Harn kristallinisch abgeschieden hatte? Wie vor- 
auszusehen, ergab sich alsbald, daB es sich um ein hippursaures 
Salz handelte. Zur Gewinnung desselben wurde das Filtrat vom 
Allantoin eingedampft und die beim Stehenlassen auskristallisierten 
Substanzen durch Absaugen auf Tonplatten und mehrmaliges 
Umkristallisieren) aus heibem Wasser unter Anwendung von 
etwas Knochenkohle gereinigt. Beim Umkristallisieren  blieb 
Calciumsulfat zuriick, es gelang jedoch nicht, dieses vollig ab- 
zutrennen. Da es nicht lohnte, hierauf noch viel Zeit, modg- 
licherweise ohne Erfolg, zu verwenden, wurde auf vollige 
Reinheit der Verbindung verzichtet. DaB es sich wirklich um 
hippursauren Kalk handelte, zeigten, abgesehen von der Aus- 
scheidung von Hippursiiure aus der Loésung beim Ansiuren mit 
Salzsiiure, die analytischen Ergebnisse. 


1. 0.4237 ¢ der vollig lufttrockenen Substanz verloren bei an- 


haltenden Trocknen bet 100—105° 0,0511 ¢g 12,06°0, die Formel 
(CGH NO,s),Ca +- 3 HLO erfordert 12,00°%o ; 

2. 0.3526 ¢ wasserfrei gaben 0.0528 g CaO == 10,69°/o Ca, er- 
fordert LOLO?’o. Das CaO enthalt etwas CaSO, beigemischt. 


Aus eingedampftem Rinderharn kristallisieren 
also Allantoin und hippursaurer Kalk direkt aus. Ein 
Auskristallisieren von kresolschwefelsaurem Kali, wie es nach 
Baumann und Herter!) — ohne niihere Angaben — an 
Pferdeharn zu beobachten ist, habe ich am Rinderharn_ nicht 
konstatieren kOnnen. Bei dem = geringen Kresolgehalt (siehe 
weiter unten) ist das sehr erklirlich. 

II. 

Vor lingerer Zeit habe ich?) eine Anzahl quantitative 

Bestimmungen an einem Pferdeharn ver6ffentlicht. Das in 


1 Diese Zeitschrift, Bd. I, S. 247. 


2) [Diese Zeitschnft, Bd. IX, S. 241. 
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verschiedenen Beziehungen abweichende Verhalten des Rinder- 
harns gegeniiber dem Pferdeharn lief es nun wiinschenswert 
erscheinen, iiber die quantitativen Verhiiltnisse des Rinderharns 
gleichfalls AufsehluB} zu erhalten. 

Da die Analyse des Pferdeharns lange zuriickliegt, sei es 
mir gestattet, die Zahlen zur besseren Vergleichung mit den 
von Kubharn | erhaltenen zu wiederholen. Die nachfolgende 
Tabelle enthalt die gefundenen Zahlenwerte in Gramm fiir 
| Liter. 











L Liter enthilt Gramme Pferdeharn Rinderharn 
TFOCKORTUCHMIANG 3 §.. & » “se 4a @ > 120.8 DO At 
Ee sn ak ke ® Ha Re eS 879.2 943,56 
Orgamisene Sanetane . «6 . es «)% 96.38 39,19 
Anorganische Substanz....... 24,42 17,25 
CATE ke we ae Re Oe ee ee 30,92 7.00 
pe es ee O176 nicht bestimmt 
Bee aa + sk & BS & eee ee 2,78 0.796 
Magnesia ....+ +s « « « « » « «| mcht bestimmt 0.936 
Cylopmairi@ia. «. k- st we ee ee wm 4 13,2 13.35 
PUOGBNOKGIIHO-. « = % © 6 a dee eS 0.107 0.021 (2) 
Priformierte Schwefelsiure . . . . . nicht bestimmt | O.806 
Atherschwefelsiure ..... . . .. nicht bestimmt 0,779 
Gesamtschwefelsiiure . .. . t,72 18d 
Schwefel in neutraler Form ... . 0,617 O.149 
Schwefel als Schwefelsiure. . . . . | 1,892 | 0,635 
Pe sk ae ee OO Spuren 0.266 
Omalsiere . . . « « » &% 6 ececkow ©] eh Beet | 0,008 
ed ee res 7,99 11,85 
Fumo) WON BION xo ek el eS 119 0,153 
Indoxyl . . . . «4 «+ « « + « « « -| Micht bestimmt | 0,028 ') 
Neutraler Schwefel : saurem ... . | lL: 3 1: 4,3 
Gesamtschwefel: N ...... | tL: a | 1: 8d 
Neutraler Schwefel: N...... | 1: 501 1: 503 
Fee Ge oe x le ate orelal SS © 1: 26 | 1: 49 


') resp. mit Korrektur nach Ellinger 0,033. 
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Hierzu sei folgendes bemerkt: 

1. Trockenriickstand und Asche. — Die Bestimmung 
des Trockenriickstandes geschah wie beim Pferdeharn durch 
Eintrocknen von 5 ccm Harn im evakuierten Exsikkator auf 
Sand. Die Bestimmung des Aschegehaltes in der iiblichen 
Weise in 10 cem Harn. 

Anfangs versuchte ich hierzu ein anderes Verfahren, das sehr 
bequem erschien, sich schlieflich aber doch nicht einwandfrei erwies. 
In eine Platinschale wurde 2.5—3 ¢ gegliihte Kieselsiure gebracht, noch- 
mals etwa eine halbe Stunde gegliht, dann mit der Schale gewogen. 
Nunmehr wurden 5 oder 10 ccm Harn aufgetropft, auf dem Wasserbad 
getrocknet, dann so lange gegliiht, bis die Kieselsiiure wieder weils er- 
schien, gewogen. Die Gewichtszunahme wurde als Asche betrachtet. 

Das Verfahren ist sehr bequem, da es gar keine Ueberwachung 
erfordert, wiihrend die Veraschung von Harnriickstiinden bekanntlich 
recht schwierig ist und unausgesetzte Ueberwachung erheischt. In der 
Folge erwies sich das Verfahren aber als unanwendbar, da die Werte zu 
niedrig ausfielen, auferdem Doppelbestimmungen nicht ibereimstimmten. 
Im vorlhiegenden Fall ergab sich statt 17,25 nur 11.38 und 12,52 ¢ Asche. 

Die Ursache dieser Erscheinung ist unzweifelhaft die Verfliichtigung 
von Chloriden beim Glihen. In Rose-Finkener, Bd. Il, S. 639 (187 
findet sich die Angabe, dafs Kieselsiiure das hygroskopische Wasser erst 
vor dem Geblise vollstiindig abgibt, nicht beim Glihen mit dem gewohn- 
lichen Bunsenschen Brenner. Das habe ich allerdings nicht bestaétigen 
kénnen. 2'/2—3 ¢ Kieselsiiure wurden bei etwa halbstiindigem Erhitzen 
mit einem guten Bunsenbrenner wasserfrei, so daf\ nachfolgendes viertel- 
stiindiges schirfstes Gliihen vor dem Gebliise keine weitere Gewichts- 
abnahme bewirkte, als héchstens einige Zehntelmilligramme. Das Jaf 
sich allerdings durch Wiigen der Schale direkt nicht entscheiden, da die 
Kieselsiiure jiuferst hygroskopisch ist und auf der Wage fortdauernd an 
Gewicht zunimmt. Man mub vielmehr die Platinschale in ein Wage- 
vliischen setzen und das ganze System wiigen. Gar zu grofe Anspriiche 
an die Genauigkeit darf man freilich auch dann nicht machen, da 
erofiere ber 100° getrocknete Glasgefiffe beim Stehen auf der Wage 
immer etwas Wasser auf ihrer Obertliche kondensieren und allmiéahlich 
um Zehntelmiligramme schwerer werden. 

Wenn also ein Gliihen vor dem Gebliise auch nicht erforderlich 
ist, so fihrt doch schon halbstiindiges Glihen auf dem Bunsenbrenner zu 
sehr merklicher Verfliichtigung von Chloriden und die Sachlage wird durch 
einen anderen Umstand noch ungiinstiger. Ubergieft man die gewogene 
Kieselsiiure mit Wasser, trocknet ein und erhitzt, so wird nunmehr das 
friihere Gewicht keineswegs in einer halben Stunde erreicht, sondern 


erfordert noch langere Erhitzung. 
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Das Verfahren, das durch seine Bequemlichkeit sehr besticht, ist 
also leider nicht oder héchstens in ganz besonderen Fiillen, in denen 
Chloride kaum vorhanden sind, anwendbar. YVielleicht wiirde sich die 
Kieselsiiure durch andere geeignetere Verbindungen ersetzen lassen. 

2. Gesamt-N. — Beim Erhitzen mit Schwefelsiiure unter 
Zusatz von Kupfersulfat) verhielt sich der Harn wesentlich 
anders. wie menschlicher oder Hundeharn. Wiihrend bei diesen 
meistens 1 Stunde reichlieh ausreicht, ist) beim Rinderharn 
3—4stiindiges Erhitzen, auch wohl noch mehr erforderlich, 
augenscheinlich wegen des hohen Gehaltes an Hippursdaure, 
welehe nur sehr langsam zersetzt wird. 

3. Ammoniak. — Die Ammoniakbestimmung habe = ich 
leider versitumt, im frischen Harn auszufiihren. Die nach etwa 
2 Monaten an dem mit Chloroform konservierten Harn aus- 
gefiihrte Bestimmung ergab eimen fiir Pflanzentresserharn so 
abnorm hohen Wert O57 NH, im Liter —, dab ich daran 
zwettle, ob im frischen Harn ebensoviel Ammon enthalten ge- 
wesen ist. Jacksech?!) hat kiirzlich bemerkt, dali die hohen 
Werte fiir das Ammoniak, die Morner bet der Phosphor- 
vergiftung erhielt, wohl darauf zuriickzufiihren sind, dai der 
Harn, den er verwendete, durch die lange Aufbewahrung mit 
Chloroform doch zersetzt war. Ich mul} mich diesen Zweifeln 
anschlieien, wenn beweisende direkte Beobachtungen auch nicht 
vorliegen. Es ist sehr wohl modglich, dab ein harnstoffzer- 
setzendes Enzym, wenn auch nur in Spuren, also sehr langsam 
wirkend, im Harn vorhanden ist.?) 

¢ Chlornatrium. — Die Chloride kénnen nach Mohr 
titriert werden, obwohl die’ Hippursiiure durch Silbernitrat ge- 
fillt wird. Es hat sieh niimlich ergeben, dal das chromsaure 
Silber vor dem hippursauren gefaillt wird. Dieses bestitigen 
auch direkte Versuche an Harn mit und ohne Zusatz von 
hippursaurem Natron. 

10 cem mensehlicher Harn wurde einerseits mit 90 com 


') Diese Zeitschrift, Bd. XL, S. 146. 

2) In einem frischen Rinderharn (mehrere Tage unter Chloroform- 
zusatz gesammelt) fand ich kiirzlich auch 0,38 g NH, 1m Liter, sodafs es 
demnach doch scheint, daf§ der Rinderharn sich anders verhilt wie 


Pferdeharn und Kaninchenharn. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLII. Ld 
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Wasser, andererseits mit 80 ccm Wasser und 10 cem einer 
vollig neutralen Losung von Hippursiure, die 1°/o Hippursiiure 
enthielt (also 0,1 g Hippursaéure), versetzt, dann mit Silber- 
losung titriert, von der 1 ccm 0,01 NaCl entsprach. 

Ks wurde verbraucht: 

a) ber genuinem Harn 7,2 resp. 7,15 ccm 
b) nach Hippursiurezusatz 7,15 resp. 7 
also absolut dieselben Mengen. 

). Phosphorsiure. — Fir die Bestimmung der Phosphor- 
siiture sind die gewOhnlich ausgeiibten Methoden unanwendbar. 
Titrierung mit Uran ist bet den minimalen Mengen, um die es 
sich moglicherweise handelt, selbstverstandlich ausgeschlossen, 
ebenso auch die gewichtsanalytische Bestimmung damit, denn 
was essigsaure Uranlosung aus dem Harn ausfiillt, ist 
nicht phosphorsaures Uran. 

Versetzt man LOO cem Harn nach dem Ansiiuern mit Essigsiiure 
oder Zusatz von etwas sog. Essigsiiuremischung mit essigsaurem Uran, 
so entsteht allmiihlich ein Niederschlag, welcher schon durch = seine 
briiunliche Firbung von phosphorsaurem Uran abweicht. Um zu sehen, ob 
dieser Niederschlag tiberhaupt Phosphorsiure enthalt, wurde er nach 
Yistiindigem Stehen abfiltriert und bis zum Verschwinden der Chlorid- 
reaktion gewaschen. Filtrieren und Auswaschen ging sehr langsam. 
In dem Filtrat, das noch die ersten Portionen Waschwasser enthielt, 
bildete sich ber mehrtigigem Stellen aufs neue ein geringer Niederschlag 
von iihniicher Beschaffenheit wie der erste. Beide Niederschliige wurden 
verascht, die Asche in Salpetersiiure gelést und die Lé6sung mit Aim- 
moniummolybdat gepriift; es fand sich nur eie bedeutungslose Spur 
von Phosphorsiure, In anderen Fallen wurde der erste Niederschlag 
auf dem Filter mit verdiinnter heifer Salzsiure behandelt unter wieder- 
holtem Zuriickgiehen der Salzsiiture auf das Filter: er Jéste sich nur 
zum kleinsten Teil auf. Die lehtbriiunliche Losung wurde mit Ammoniak 
neutralisiert, mit Essigsiiure angesiiuert und noch etwas Uranlésung zu- 
vesetzt. Die geringe Quantitét des briiunlichen Niederschlages dann 
ebenso wie oben behandelt: auch so war Phosphorsiiure nicht oder nur 
in bedeutungslosen Spuren nachweisbar. 


Kbensowenig fiihrte Zusatz von Magnesiamischung zum 
Ziel: in dem Niederschlag war keine Phosphorsiure nachweisbar. 
Endlich wurden noch 100 cem mit Ammoniak stark alkalisiert 
und 24 Stunden stehen gelassen, in der Absicht, in dem etwa 
entstehenden Erdphosphatniederschlag Phosphorsiiure nachzu- 
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weisen. Der nicht unbetriichtliche allmiéhlich sich bildende 
Niederschlug bestand aus Caletumkarbonat, vielleicht auch 
-hydroxyd, Magnesiumhydrat und Wieselsiure. Die Quantitiat 
der Kieselsiiture war nicht unerheblich: sie betrug in einem 
Falle, in dem sie bestimmt wurde, 0,014 g, also O,14 g im 
Liter. Dabei ist nattrlich sicher nicht alle Kieselsiiure aus- 
gefallen. 

Das eingeschlagene Verfahren war folgendes: Der gut gewaschene 
Niederschlag wurde mit Salzsiiure behandelt, in der er sich unvollstandig 
loste. Die filtrierte salzsaure LOsung wurde mit Ammoniak alkalisiert, 
mit Essigsiiure angesiiuert; es entstand ein auferst gelatinéser, schwer 
filtrierbarer Niederschlag, weleher der Lage der Dinge nach nur Ferri- 
phosphat, Aluminiumphosphat oder Kieselsiure sein konnte. Eisen und 
Phosphorsiiure leffen sich nicht nachweisen. Nach der Léslichkeit des 
Niederschlages in schwacher Natronlauge und dem Verhalten zur Phosphor- 
salzperle (nach vorgiingigem Gliihen) bestand der Niederschlag zweifellos 
aus Kieselsiiure. Die essigsaure LOsung enthielt Calcium und Magnesium, 
dagegen keine Phosphorsiiure. 

Allenfalls quantitativ bestimmbare Mengen von Phosphor- 
siiure erhielt ich nach dem Veraschen von 50—100 ccm = des 
Harns. Die direkte Veraschung oder nach dem Zusatz von 
Natriumkarbonat ist sehrumstandlich, die Veraschung mitSalpeter- 
mischung kaum ohne Verluste ausfiihrbar, wegen des hohen Gehalts 
an Hippursiure, die mit Salpetermischung stiirmisch verbrennt. Die 
Veraschung mit Natriumsuperoxyd und Natriumkarbonat habe 
ich in diesem Falle nicht versucht, weil ich, wie ich bei dieser 
Gelegenheit bemerken will, mit dieser Methode bei wiederholten 
Versuchen mit Harn nur ungiinstige Erfahrungen gemacht habe. 
Ich gedenke hierauf noch einmal zurickzukommen. 

Dagegen hat mich das iiltere Verfahren der Veraschung 
von A. Neumann!) mit Schwefelsiiure und Ammoniumnitrat 
durchaus befriedigt. Es dauert zwar etwas lange, da man 
aber die Operation kaum zu beaufsichtigen braucht, ist dieses 
meistens kein Fehler. Ich habe mit einiger Geduld 50 cem des 
sehr schwer verbrennenden Rinderharns mit 15 ccm Schwefel- 
siure zu emer wasserhellen Fliissigkeit auflOsen kOnnen. Eine 
kleine Unbequemlichkeit liegt in dem Einschiitten des Ammon- 


') Ach. f. Anat. u. Physiol., Physiol. Abteil., 1897, 5. 502. 
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nitrats: das Salz zerfliebt ber der Operation des Einschiittens 
und setzt sich am Spatel resp. den Riindern des Kjeldahl- 
kolbens fest. Ich bin deshalb etwas anders verfahren: ich léste 
von Zeit zu Zeit einige Gramm Ammoniumnitrat, erhitzte die 
Losung zum Sieden und lief sie in den schriig stehenden 
Kjeldahikolben einflieben. Das kann ohne alle Gefahr ge- 
schehen und die Verditinnung der Schwefelsiure bringt keinen 
Nachteil. Die schlieBblich erhaltene sirupdicke, ganz farblose 
Losung wurde nach dem Erkalten mit Wasser verdiinnt, nach 
einigem Stehen von der Kieselsiure abfiltriert, mit NH, alkali- 
siert, dann mit) Salpetersiure angesiiuert und mit) Ammon- 
molybdat unter Zusatz von Ammonnitrat gefallt. In Fallen, 
in denen die grobe Quantitét Ammonsulfat in der V eraschungslosung 
keine Nachteile bringt, mochte ieh das iltere Neumannsche 
Verfahren dem meueren?) mit) Salpetersiure-Schwetfelsiure- 
mischung vorziehen, da es keine besondere Apparatur erfordert. 

Ob die erhaltene Phosphorsiure aus Glyzerinphosphor- 
siiture stammt, oder die Gegenwart der organischen Substanzen 
des Harns die Fiéillung der Phosphorsiure verhindert und_ sie 
darum erst nach ZerstOrung der organischen Substanz nach- 
weisbar wird, oder ob beide Ursachen vorliegen, libt sich vor- 
liiufig nicht entscheiden. Auch wenn der Harn mehr Phosphor- 
siiure enthilt, diirfte die Uranmethode nicht anwendbar = sein, 
da die Uranlésung auch andere Korper des Rinderharns aus- 
fillt. Leider bin ich erst nach Abschlub der Phosphorsiiure- 
versuche auf das Verfahren aufmerksam geworden, das Tangl?) 
angewendet hat. Tangl hat den Harn —- 500 ccm! mit 
Salpetersiiure gekocht und dann mit Ammonmolybdat ausgefallt. 
Ubrigens fand Tangl im Pferdeharn in einigen Fiillen auch 
nur sehr wenig Phosphorsiiture (im Minimum nur 0,0008 im 
Liter), bei phosphorsiiurereichem Futter aber nicht unbetricht- 
liche Quantitiiten (3,65 und 2,13 P.O, pro Tag). Vorausgesetzt, 
dab die Glyzerinphosphorsiiure durch Kochen mit Salpetersiure 
mit Sicherheit zerstOrt wird, spricht der von Tang! gefundene 
minimale Gehalt dafiir, daf die Ausfallung der Phosphorsiiure 

', Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI, S. 115. 

*) Landwirtschaftl. Versuchsstationen, 1902, S. 368. 
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durch die organischen Substanzen nicht gestOrt wird, denn es ist 
nicht abzusehen, warum gerade in einzelnen Fiillen die Glyzerin- 
phosphorsiure bis auf ein duferstes Minimum vermindert 
sein sollte. 

6. Schwetfelséure und Schwefel. Direkt bestimmt 
wurden nach bekannter Methode der Gesamtschwefel, die Ge- 
samtschwefelsiiure, die gebundene Schwefelsiiure: berechnet 
der neutrale Schwefel durch Abzug der Gesamtschwefelsiiure 
vom Gesamtschwefel, die priiformierte Schwefelsiiure durch 
Subtraktion der Atherschwefelsiiure von der Gesamtschwefel- 
siure. Von den Verhiiltniszahlen ist auffallend die Inkonstanz 
von S:N, deren Ursachen sehr verschieden sein, z. B. im 
Fulter oder im Triinkwasser liegen kénnen, und die Uberein- 
stimmung in dem Verhiiltnis Neutraler S:N. Ob dabei lediglich 
der Zufall gespielt hat, oder Gesetzmiibigkeiten in dieser Richtung 
vorliegen, mubten weitere Untersuchungen lehren. 


7. Hippursiure. — Die Hippursiiure ist) diesmal nur 
durch Ausfallen des stark eingedampften Harns — 250 resp. 
100 eem — mit Salzsiiure, Abfiltrieren nach 48 Stunden, Aus- 


waschen mit moglichst wenig Wasser, Trocknen und Wiigen 
bestimmt. Die angefiihrten Zahlen stellen also Minimalwerte 
dar. Von dem bei der Untersuchung des Pferdeharns ange- 
wendeten Verfahren der N-Bestimmung im Atherauszug habe 
ich diesmal Abstand genommen, da mir Zweifel aufstiegen, ob 
im Pferde- oder Rinderharn der Gehalt des Harns an Skatol- 
karbonsiiure und an Zersetzungsprodukten der Indoxylschwefel- 
sdure nicht doch merkliche Fehler verursachen konnte. 

Auf die Frage, ob der in den Atherauszug iibergehende 


Harnstoff — trotz des Ausschiittelns des Atherauszuges mit 
Wasser nach Blumenthal!) — ein fehlerhaftes Plus bewirken 


konnte, modchte ich hier nicht eingehen, es scheint mir indessen, 
dali die Kinwendungen von Soetbeer?) gegen dieses Verfahren 
durch Blumentha! und Braunstein?) im wesentlichen als 
nicht gerechtfertigt erwiesen sind. 

') Zeitschr. f. klin. Med., Bd. 40, Heft 3 u. 4. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXV, 5S. 536. 


‘) Hofmeisters Beitriige z. chem. Physiol. u. Pathol., Bd. I, 5. 385. 
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Der Gehalt des Harns an Hippursaure ist sehr hoch: er 
entspricht O,808°/o Benzoésiure. Harn II enthielt 1,0874°/o 
Hippursaure = 0,741°/0 Benzoésiiure. 

Diese groben Quantitiéiten von Benzoésiiure konnen natiir- 
lich nicht aus dem Eiweif stammen. Harn I enthielt in 100 cem 
0,75 N entsprechend 4,688 g zersetztem Eiweif. Wenn die 
Benzoésiure aus dem Eiweib stammen sollte, so miibte dieses 
liber 17° 0 Benzoésiiure geliefert haben, was natiirlich unmdglich 
ist. Auberdem miibte man dann noch annehmen, dab alles 
Eiweif im Darm durch Fiiulnis zerfiele, oder dab das Eiweif 
nicht allein bei der Fiiulnis, sondern auch bei der Zersetzung 
in den Geweben Phenylpropionsiiure lefere, alles Annahmen, 
deren iiuberste Unwahrscheinlichkeit auf der Hand liegt. Die 
Hauptmenge der Hippursaure stammt augenscheinlich, wie man 
schon lange annimmt, aus im Futter enthaltenen, der Benzoé- 
siiure nahestehenden Korpern, namentlich der Chinasiure 
im Heu. 

8. Phenol. — Sehr auffallig ist der geringe Gehalt des 
Harns an Phenol bezw. Kresol.!) Das gefundene Phenol braucht 
zur Bindung an Schwefelséure 0,130 ¢ (als SO, berechnet), 
wiihrend 0,779 ¢ in Form von Atherschwefelsiiure vorhanden 
war. Es ist also nur etwa '/e der gepaarten Schwefelsiiure an 
Phenol gebunden, ®le anderweitig. Dabei war der Gehalt an Indo- 
xylschwefelsiiure (siehe unten) relativ gering. Woran die tibrigen 
°/6 der Schwefelsiiure gebunden waren, bleibtunklar; die Gegenwart 
von Brenzcatechin oder Hydrochinon ist kaum anzunehmen, 
da der Harn sich beim Stehen durchaus nicht dunkler farbt, 
und auch im Atherextrakt des mit Salzsiiure erhitzten Harns 
nichts auf die Gegenwart dieser Korper in irgend erheblicher 
Menge hindeutete. 

Wiihrend in diesem Falle also weit mehr Atherschwefel- 
siture vorhanden war, als dem Kresol entspricht, kann nach 

') In Harn Il war er noch geringer: Durch Bromwasserzusatz zum 
Destillat wurde tberhaupt kein kristallinisches Tribromphenol, sondern 
nur ein schmierig bleibender Niederschlag erhalten, sodafi die Bestimmung 
auf diesem Wege unmodglich war. Eine vollstiindige Umwandlung des 
Niederschlages in kristallinisches Tribromphenol kommt wohl tiberhaupt 


nicht vor, es sind immer Schmieren beigemischt. 
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Einfihrung von Phenol auch der umgekehrte Fall eintreten. 
Als Beleg hierfiir méchte ich einige Beobachtungen mitteilen, 
die vor langen Jahren gemacht sind, bald nachdem Baumann 
die Phenolschwefelsiiture entdeckt hatte, zu einer Zeit, als die 
Behandlung von Wunden, Abszefhohlen etc. mit wiisserigen 
PhenollOsungen noch ganz allgemein tiblich war. Ich habe die 
Versuche damals angestellt, um mich von der Richtigkeit der 
Angaben Baumanns, daf das Phenol vollstiindig als Ather- 
schwefelsiure im Harn erscheine, zu tiberzeugen. Das Ergebnis 
des Versuehs stand mit diesen Angaben fiir den Menschen nicht 
ganz in Einklang; von einer VerOffentlichung nahm ich damals 
aber Abstand, um nicht mit dem Arbeitsgebiet Baumanns zu 
kollidieren. Dann sind die Versuche in Vergessenheit geraten. 
Die Notizen uber dieselben sind mir vor kurzem in die Hiinde 
geraten. So alt die Beobachtungen sind, so glaube ich doch, 
dal sie doch noch einiges Interesse haben. 

Ks handelte sich um 3 Harne nach dem chirurgischen 
Gebrauch von Phenol (vermutlich von einem und demselben 
Kranken, da sie mir an 3 auf einander folgenden ‘Tagen zu- 
singen). Uber die Tagesmenge finde ich nichts notiert. 

Harn I. — 200 cem lieferten 0,468 g BaSO, aus gepaarter 
Schwefelsiiure und 1,944 ¢(') Tribromphenol, es blieben somit 
noch 1,279 g Tribromphenol = 0,399 g Phenol in 200 cem Harn 
in anderer Form, zweifellos an Glukuronsiiure gebunden. Die 
Phenolglukuronséuren und die gepaarten Glukuronséuren tiber- 
haupt waren damals noch nicht bekannt. Ich moéehte darauf 
aufmerksam machen, daf in diesem Falle die an Glukuron- 
siure gebundene Quantitét Phenol fast doppelt so grob 
war, wie die an Schwefelsiiure gebundene. Die Quantitiit 
der priiformierten Schwefelsiiure wiire in diesem Falle von be 
sonderem Interesse gewesen, ich finde dartiber aber nichts notiert. 

Kine Quantitit des Harns wurde eingedampft und mit 
Alkohol gefiillt, mit Aikohol ausgewaschen. Die Fillung wurde 
in Wasser gelést. Die Losung war frei von priiformierter 
Schwefelsiure. Eine nicht bestimmte Quantiliit der Losung 


wurde mit Salzsiure angesiiuert und destilliert, im Destillat das 
Phenol, in der riickstiindigen Fliissigkeit im Kolben die ent- 
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standene Schwefelsiure bestimmt. Es wurde erhalten: BaSO, 
aus abgespaltener Schwefelsiure 0,097 @, Tribromphenol 2,006 g. 
Die abgespaltene Schwefelsiure entspricht 0,138 g Tribromphenol, 
also war das 1,868 2 Tribromphenol entsprechende Phenol in anderer 
Form, d. h., wie wir jetzt sagen konnen, als Phenolglukuronsiiure 
vorhanden. Demnach waren in der LOsung nur 3/15 des Phenols 
als Phenolschwefelsiure, !!15 als Phenolglukuronsiiure 
vorhanden, wiihrend in dem genuinen Harn die Verteilung etwa 
3s zu 23 war; somit ist das phenolschwefelsaure Salz weit 
leichter in Alkohol léslich, wie das phenolglukuronsaure. Die 
Beobachtung Libt sich vielleicht fiir die Darstellung der Phenol- 
glukuronsiiure verwerten. 

Harn I. —- Aus 100 com wurden nach dem Ansiiuern 
mit Essigsiiure, Zusatz von BaCl,, Abfiltrieren und nachtriig- 
lichem Auswaschen mit Salzsiiure (urspriingliches Baumannsches 
Verfahren) erhalten 0,503 g BaSO,, aus 100 ccm mit Salzséiure 
erhitzten Harns 0,695 g, aus abgespaltener Schwefelsiiure stamm- 
ten also 0,192 ¢ BaSO,. 100 cem Harn lieferten andererseits 
0.2475 g Tribromphenol. Da 0,192 g BaSO, 0,272 g Tribrom- 
phenol entsprechen, so wire in diesem Falle nur wenig 
Phenolglukuronsiiure neben Sulfatschwefelsiiure vorhanden. 

Harn Il. — 100 eem gaben 0,491 g BaSO, aus priifor- 
mierter Schwefelsiiure, 08145 ¢ aus Gesamtschwefelsiiure, also 
0.3255 g¢ BaSO, aus gebundener Schwefelsiure. 100 ccm 
lieferten O,804 ¢ Tribromphenol. Die gebundene Schwefelsiure 
entspricht 0,460 ¢ Tribromphenol, somit stammte das 0,344 g 
Tribromphenol entsprechende Phenol aus Phenolglukuronsiiure. 
Diese Beobachtung zeigt, da’ im Harn eine betrichtliche 
Menge Phenolglukuronsiiure neben einer ansehnlichen 
Menge, priformierter Schwefelsdiure vorhanden sein 
kann, dal also die Glukuronsiiurebindung keineswegs immer 
erst aushilfsweise eintritt, wenn es im Organismus. an 
Schwelelsiure mangelt, wie Baumann und Herter!) bei ihren 
Versuchen an Hunden fanden; |. ¢. S. 247 heibt es: 

Bei geniigender Menge des eingefiihrten Phenols ver- 
schwinden die schwefelsauren Salze aus dem Harn vollkommen, 


') Diese Zeitschrift, Bd. I, 5. 244 
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alsdann tritt ein Teil des Phenols aueh noch in einer anderen 
nicht niiher gekannten Verbindung in den Harn iiber. 

Diese Ansechauung ist wohl auch die allgemein iibliche. 
So sagt Huppert in seinem groben Handbuche der Harnanalyse, 
10. Aufl., S. 146: «Dem Korper direkt zugeftihrte Phenole er- 
scheinen im Harn als Atherschwefelsiiure und verursachen eine 
Vermehrung dieser auf Kosten der Sulfatschwefelsiiure. Reicht 
die verfiigbare Menge der Schwefelsiiure nieht aus, 
so liefert der Uberschu’8 Phenolglukuronsiiure. 

An der Richtigkeit der Beobachtungen von Baumann 
und Herter ist ja natiirlich nicht zu zweifeln, aber ihre Ver- 
suche sind an Hunden gemacht und die Verallgemeinerung 
augenscheinlich nicht zuliissig. 

Gegen die Anschauung, dab die Glukuronsiiure immer 
erst an die Reihe kommt, wenn die Schwefelsiiure nicht aus- 
reicht, spricht auch der von C. Neuberg und P. Mayer?!) ge- 
fiihrte Nachweis des Vorkommens der Phenolglukuronsidiure 
und Indoxylglukuronsaure im normalen mensehlichen Harn, der 
dabei doch stets auch reichlich Sulfatschwefelsiure enthilt. Aller- 
dings kommen diese gepaarten Glukuronsauren nur in Spuren vor 
und spurenweise kOnnen im Organismus sehr wohl Reaktionen 
verlaufen, ohne dafi sie fiir eingefiihrte oder gebildete grobere 
Mengen von Substanzen in Betracht kommen. Es wiire also 
sehr wohl moglich, dab sich normalerweise Spuren von ge- 
paarten Glukuronsiiuren bilden und doch eingefiihrtes Phenol 
ausschlieBlich als Atherschwefelsiiure ausgeschieden  wiirde. 
Gegen die sekundiire Rolle der Glukuronsiiuren sprechen aber 
auch Beobachtungen von P. Maver,?) nach welchen unter ge- 
wissen Verhiiltnissen, in denen die Quantitéit der Glukuronsiuren 
im Organismus  steigt, z. B. bei gehinderter Oxydation durch 
kinstliche Beschriinkung der Atmung, die gepaarten Glukuron- 
siiuren zunehmen, die Atherschwefelsiiuren abnehmen, also ein 
Alternieren beider Verbindungen  stattfindet. Ganz beweisend 
fiir die Anschauung, da® Atherschwefelsiiurebildung und Bildung 
gepaarter Glukuronsiiuren neben einander verlaufen, sind end- 


1) Diese Zeitschrift. Bd. XXIX, S. 256, 
2) Deutsche med. Wochenschr. 1901, Nr. 16 u. 17 
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lich die Beobachtungen, welche E. Wang!) bei Fiitterung mit 
Indol an Hunden gemacht hat. Schon nach Einfiihrung ver- 
hiltnismiifig kleiner Mengen Indol — 0,25 —0.50 ¢ — wurden 
21,8—26,5°/o des Indoxyls nicht als Indoxylschwefelsaure, 
sondern als Indoxylglukuronsiiure ausgeschieden, wiihrend der 
Harn noch reichlich Schwefelsiiure enthielt, das Doppelte bis 
Dreifache der Atherschwefelsiiure. Auch diese Beobachtung 
zeigt aufs deutlichste, dab die Bildung gepaarter Glukuronsiiure 
und Atherschwefelsiiure neben einander verlaufen und nicht 
erst Glukuronsiiurebildung eintritt, wenn der Vorrat an verfiig- 
barer Schwefelséure erschopft ist. 

Das Verhiltnis von Phenol: N ist beim Rind wesentlich 
weiter, als beim Pferd. Das deutet darauf hin, dab der bak- 
teritische Eiweibzerfall beim Pferd gréBer ist, als beim Rind. 
Wie grof er ist, ein wie grofer Teil des verzehrten Eiweibes 
der Wirkung der Bakterien im Darm verfiillt, das ist eine Frage, 
die ein grobes allgemeines biologisches Interesse hat, vorliiufig aber 
kaum exakt beantwortet werden kann. Es liegt sehr nahe, als Maf- 
stab der Eiweibzersetzung im Darm die Phenolausscheidung durch 
den Harn zu benutzen. Dabei ist natiirlich Voraussetzung, 
dai mit dem Futter nicht auber dem Eiweifi Substanzen ein- 
gefiihrt werden, aus denen sich Phenol oder Oxysiuren bilden 
kOnnen. Diese Voraussetzung diirfte bei speziell darauf ge- 
richteten Versuchen wohl nicht zu schwer erfiillbar sein, aber 
auch wenn sie erfiillt ist, machen sich doch verschiedene 
Sehwierigkeiten hinsichtlich der Berechnung geltend. 

In Faullliissigkeiten finden wir als Repriisentanten der 
Oxyphenylgruppe nicht nur fliichtige Phenole, sondern auch 
aromatische Oxysiiuren. Das relative Verhiiltnis zwischen diesen 
beiden ist sehr wechselnd, zum Teil sicher abhiingig von der 
Dauer der Fiiulnis: je liinger sie dauert resp. je intensiver sie ist, 
desto gréfer ist der Anteil des fliichtigen Phenols, desto geringer 
die Quantilit: der Oxysiiuren. Sowohl die fliichtigen Phenole 
als auch die Oxysiiuren werden fast vollstaéndig resorbiert. 
Wenn man voraussetzen kénnte, dab sie vollstindig im Harn 
erscheinen, als solche oder in charakteristischer Form, so wirde 


1 


Diese Zeitschrift, Bd. XAVIT, S. 557. 
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die Berechnung des zersetzten Eiweifes keine Schwierigkeit 
machen, da wir fir die Bestimmung der fliichtigen Phenole 
genaue Methoden besitzen, fiir die Bestimmung der Oxysiiuren 
wenigstens einigermafen brauchbare. Vollstiandige Ausscheidung 
ist nun aber nur fiir die Oxysiiuren wahrscheinlich, fir die 
fliichtigen Phenole gilt das nicht. 

sei der Fiiulnis auberhalb des Koérpers entsteht bekannt- 
lich bald mehr Phenol, bald mehr Kresol, die Verhiiltnisse sind 
wechselnd und in thren Ursachen nicht durchsichtig. Mitunter 
bekommt man reines Phenol vom richtigen Siedepunkt.1) Da der 
Harn der Pferde und Rinder hauptsiichlich Kresolverbindungen 
enthilt (Baumann und Brieger), so muf man annehmen, dab 
bei der Fiiulnis des Eiweibes in ihrem Darmkanal hauptsiich- 
lich p-Kresol entsteht. Es fragt sich, wie sich dasselbe nach 
der Resorption verhalt. E. Baumann?) fand an Hunden, dab 
eingegebenes p-Kresol zum Teil zu p-Oxybenzoesiiure oxydiert 
wird, nach Verfiitterung von 12 g p-Kresol erhielt er 1 g p-Oxy- 
benzoesiiure: Preusse,?) der den Versuch wiederholte, nach 
15g 1,5 g Oxybenzoesiure: ein Teil wird also jedenfalls oxydiert. 
Direkte Versuche dariiber, wieviel von eingegebenem Kresol 
man durch Destillation des Harns wiedererhilt, sind meines 
Wissens nie angestellt, dagegen ist es bekannt, daf} man von 
Phenol durchaus nicht die ganze Quantitét wiedererhiilt, son- 
dern nur einen nach der Quantitiit des eingegebenen Phenols 
wechselnden Bruchteil. An einem Pferd, das hier in erster 
Linie interessiert, stellle J. Munk*) folgendes fest: das VPferd 
schied bei einer bestimmten Ernahrung 5—6 g Phenol resp. 
Kresol als Phenol berechnet pro Tag aus. Als es nun 20 g 
Phenol in den Magen erhielt, steigerte sich die Ausscheidung 
an den beiden folgenden Tagen auf 10—11 g, durchsehnittlich 
wurde also nur die Hilfte des Phenols wieder ausgeschieden. Wenn 
nun auf einmal eingefiihrtes Phenol in so grobem Umfang der 
Oxydation unterliegt, so wird das fiir das im Korper entstehende 


') Ich gedenke hierauf noch einmal zuriickzukommen. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. HI, S. 251. 

3) Diese Zeitschrift, Bd. V, S. 57. 

*) Malys Jahresber. f. Thierchemie, J. 1881, Bd. XI, S. 223. 
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und allméhlich resorbierte erst recht gelten. DaS das p-Kresol 
sich ebenso oder iihnlich verhilt, ist mindestens sehr wahrschein- 
lich. Demnach miifite man also die Quantitiit des im Harn 
gefundenen Kresols verdoppeln, um das im Darmkanal_ ent- 
stehende Kresol zu finden. 

Nun fragt sich noch, ob man nicht auch die aromatischen 
Oxysiiuren des Harns beriicksichtigen miisse, da unter Umstiénden 
die Oxyphenylgruppe zu einem wesentlichen Teil in dieser Form 
erscheinen konnte. Der bBeriicksichtigung der Oxysiiuren_ bet 
der Berechnung des Umfanges des bakteritischen Eiweilhzer- 
falles stehen aber verschiedene Bedenken entgegen.  Zuniichst 
ist ein prinzipieller Kinwand zu erheben. Durch die Unter- 
suchungen von Thierfelder und Nuttall?!) ist mit Bestimmtheit 
der Nachwets erbracht, daB- auch bet absolut aseptischer Er- 
niaihrung, bei volistiindiger Abwesenheit von Bakterien im Darm- 
kanal, im Harn aromatische Oxysiiuren vorhanden sind, wahrend 
Phenol, Kresol, Indoxyl ete. fehlen. Es miissen also, wie Thier- 
felder und Nuttall hervorheben, Oxysiuren auch in den Ge- 
weben entstehen und wir sind nicht berechtigt, sie ausschlief- 
lich auf Eiweibzerfall im Darmkanal zu beziehen. 

Auberdem ist nach den oben erwihnten Befunden von 
Baumann und Preusse mit groper Wahrscheinlichkeit: anzu- 
nelmen, dab auch ein Teil des im Organismus entstehenden 
Kresols zu p-Oxybenzoesiiure oxydiert wird. Wenn wir die 
Qxysiiure im Harn summarisch bestimmen, treffen wir die 
p-Oxyvbenzoesiiure mit, wir wiirden also, vorausgesetzt, dab 
wir das entstandene Kresol durch Multiplikation des im Harn 
gefundenen mit 2 berechnen, einen Fehler begehen, indem wir 
einen Teil des Kresols fiilschlich doppelt rechnen. Es wird 
also am besten sein, die Oxysiiuren tiberhaupt nicht zu bertick- 
sichtigen. Das hat keine groben Bedenken, da der Gehalt des 
Harns an Oxysiiure wenigstens im Rinderharn ziemlich gering 
ist. fiir den Pferdeharn fehlt es mir an Erfahrungen. 

Berechnet man nun den bakteritischen Eiweibzerfall beim 
Pferd aus dem Kresol, so gelangt man zu auffallend hohen 
Werten, Setzt man den Tyrosingehait des Nahrungseiweibes zu 


Diese Zeitschrift, Bd. XXII, S. 62. 
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5.0°/o, Was sicher nicht zu niedrig ist, so wiirden 100 ¢ Eiweif 
im besten Fall, d. h. wenn die Oxysiiuren vollstiindig zersetzt 
werden, 1,818 g Phenol lefern, bezw. Kresol als Phenol be- 
rechnet. In dem der Tabelle zugrunde liegenden Falle schied 
das Pferd in 24 Stunden 65.3% ¢ N aus und 2.349 ¢ Phenol?!) 
(resp. 2,815 ¢ Kresol). Diese erfordern zu ihrer Entstehung 
ea. 129 ¢ KEiweib. Nach Ausweis der N-Bestimmung sind im 
Korper des Tieres in 2% Stunden 408.4 ¢@ Eiweib zerfallen.?) 
Davon wiirde fast '/s im Darmkanal durch Bakterien in Spaltungs- 
produkte gespalten sein, welche ftir den Organismus wertlos 
sind. Denn es ist einleuchtend, dai so tiefgehende Spaltungs- 
produkte, wie sie die bakteritische Zersetzung liefert, fiir die 
Krnihrung der Zellen nicht in Betracht kommen, dab sie jeden- 
falls nicht als Eiweii funktionieren k6nnen, sondern im besten 
Kalle ihrem kalorischen Wert nach. Dabei ist noch gar nicht 
einmal in Betracht gezogen, dal} das entstandene Kresol doch 
sicher emer partiellen Oxydation unterliegt. Nimmt man eine 
/erstorung von 50°%o an, wie fiir das eingeftihrie Phenol, so 
gelangt man gar zu 258 ¢ aus dem zerst6rten Kiweib, also fast 
2/3 des verwerteten Nahrungseiweibes! Der Organismus des 
Prerdes wirde also mit einer gradezu ungeheuerlichen Ver- 
schwendung von EKiweifb arbeiten. 

Danach kann es wohl kaum einem Zweitel unterliegen, 
dali das Kresol nicht vollstiindig aus der Eiweififiulnis stammet, 
sondern dai das Futter des Pferdes, das in diesem Falle aus 
2 Kilo Hafer, 2 Kilo Heu, 1 Kilo Weizenkleie und einer nicht 
genau bestimmten Quantitaéat Hiickselstroh pro Tag bestand, 
eine nicht unerhebliche Quantitiit Kresol oder Phenol in einer 
leicht) abspaltbaren Form” praéformiert enthalten haben mub, 
Qder man miuBbte annehmen, dab der EKiweifzerfall im Organis- 
mus des Pferdes ganz anders erfolgt, als in dem des Menschen, 
dali beim Pferd die Phenolgruppe des Eiweibes, die beim Menschen 
last vollstandig oxydiert wird, verschwindet, beim Pferd grobten- 
tells als solche ausgeschieden wird — eine Annahme, zu der 


') Die in Bd. IX dieser Zeitschrift, S. 244 angefiihrte Zahl 2.445 


beruht auf einem Rechenfehler. 


*) Diese Zeitschrift, Bd. IX, S. 241. 
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man sich wohl sehr schwer entschlieben wird; die Ent- 
scheidung hieriiber wire wohl auf dem Wege des Versuchs 
herbeizufiihren. Der Unterschied zwischen dem Rind und Pferd 
beziiglich der Phenolausscheidung bleibt auf alle Fille bestehen 
und es ist sehr unwahrscheinlich, dab er auf einer Verschieden- 
heit des Futters beruht, denn gerade das Futtermittel, das von 
den genannten am meisten als Quelle des Phenols in Betracht 
kommt, das Heu, war in dem Futter des Rindes in relativ weit 
groberer Menge vorhanden, als in dem Futter des Pferdes. 
Uber alle diese Fragen wiirden nur systematische Untersuchungen 
AufsehluB geben konnen. 

9 Indoxyl. — Die Bestimmung des Indoxyls resp. In- 
digoblaus geschah nach dem zum Teil auf alteren Angaben von 
Kk. Baumann und Obermayer beruhenden vielfach modifi- 
zierten Verfahren von Wang.!) Beziiglich der Ausfiihrung des 
Verfahrens bemerke ich folgendes: 

Zur vorgingigen Fillung habe ich nicht Bleiacetat, sondern 
nach dem Vorgange von Bouma und Ellinger Bleisubacetat 

in der Regel Bio Vol. benutzt. Meistens wurden 100 cei 
Harn, 100 cem Wasser, 20 cem Bleisubacetat angewendet, mil 
Wasser auf 300 com aufgefiillt, vom Filtratje LOO cem = 33 !/3 cem 
Harn za 2 Bestimmungen beniitzt. Warum ich in der Regel so 
stark verdiinite, wird aus den spiteren Ausfiihrungen hervor- 
gehen. Die Mischung von Harntiltrat und eisenchloridhaltiger Salz- 
siiure (gleiche Volumina) wurde nach etwa 5—10 Minuten langem 
Stehen mit Chloroform geschiittelt. Die Ausschiittelung ging sehr 
leicht vonstatten: wiederholt wurde die ausgeschiittelte Mischung 
nach liingerem oder kiirzerem Stehen aufs neue mit Chloroform ge- 
schiittelt, jedoch niemals eine erneute Blaufarbung des Chloroforms 
beobachtet. Wurde jedoch die Mischung schon nach 1—2 Minuten 
oder sofort geschiittelt, so nahmen die 2. und 3. Portion noch 
wesentliche Mengen Indigoblau?) auf, augenscheinlich weil die 
Spaltung und Oxydation in so kurzer Zeit noch nicht zu Ende war. 

') Beziiglich der Literatur vergl. Ellinger, Diese Zeitschrift, 
Bd. XXXVI, S. 178. 

7) Auf die Streitfrage, ob der Auszug Indigoblau enthilt oder, wie 
Maillard meint, einen diesem nahestehenden Koérper, brauche ich hier 


wohl nicht eimzugehen. 
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Es schien mir notwendig, die Indigochlorotormlésung zu 
filtrieren, um sicher zu sein, dab nicht eisenhaltige Salzsiiure 
in den Destillationskolben gelangte. Dabei zieht sich unver- 
meidlich etwas Indigolosung in den Rand des Filters ein, sodabh 
derselbe blau erscheint. Um keinen Verlust an Indigoblau zu 
erleiden, erschien es zweckmibig, zum Schluf die Riinder des 
Filters nach innen umzuschlagen und direkt Chloroform auf- 
gugieben. Dabei geht das noch anhaftende Indigoblau in Léosung. 
Stets bemerkte ich auf dem Filter in den unteren Partien einen 
leichten Kosahaueh, der auch durch liingeres Waschen mit 
Chloroform nicht zu beseitigen war. Der nach dem Abdestillieren 
des Chloroformauszuges bleibende Riickstand wurde gereinigt 
(siehe weiter unten), dann mit 10 cem Schwefelsiture 10> Mi- 
nuten lang auf dem stark kochenden Wasserbad erhitzt. Die 
schwefelsaure LOsung erschien rein blau.!) ebenso auch die 
wiisserive Losung der Indigoblauschwelelsiiure. Zur Titrierung 
diente der Einfachheit halber die bet Wasseruntersuchungen 
ibliche #/100 N.-KaliumpermanganatlOsung, auf das Vierfache 
verdiinnt. 1 eem derselben entspricht nach der Wangschen 
Angabe 0,165 mg Indigo. Nach Ellinger ist es zwar notwendig, 
die KaliumpermanganatlOsung auf reines Indigoblau zu stellen, 
da es sich hier aber doch nur um Anniiherungswerte handelte, 
glaubte ich mich auf die angegebene, nicht direkt gestellte, 
Losung beschranken zu kOnnen, umsomehr als ich nebenher 
auch zu einem bestimmten Zweeck die 4/:00 N.-L6sung selbst 
brauchte (siehe hieriiber weiter unten). Die Endreaktion beim Ti- 
trieren war stets scharf, die LOsung nach Beendigung der Titration 
last farblos, nur schwach gelb.2) Beides gilt aber nur, wenn der 
Chioroformverdampfungsriickstand vorher gut «gereinigt» war. 

Beziiglich dieser «Reinigung» weichen die einzelnen Autoren 


') Bekanntlich list sich Indigoblau in Schwefelsiiure zuniiehst mit 
gelber Farbe, welche erst allmihlich durch Griin in Blau iibergeht. In 
neuerer Zeit bin ich jedoch auf einen Rinderharn gestofhen, dessen Chloro- 
lormrickstand auch nach sorgfiltiger Reinigung keine reine blaue 
Losung gab. 


*) Auch bei diesem Punkt habe ich zu bemerken, daf\ ich = in 
neuerer Zeit auf einen Rinderharn gestofen bin, fiir den diese Angaben 
nicht vollstiindig zutrafen. 
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bekanntlich von einander ab. Ellinger reinigt den Riickstand 
durch 2—38 malige Behandlung mit heibem Wasser, Wang 
durch Behandlung mit einem Gemisch gleicher Teile Alkohol, 
Ather und Wasser, Oberntayer durch 45°/oigen Alkohol, 
Bouma gar nicht, weil seiner Ansicht nach dabei Indigo- 
derivate verloren gehen koOnnen. Dal eine Reinigung bei Rinder- 
harn durchaus erforderlich ist, sollte man nach dem = blofen 
Augenschein ohne weiteres annehmen. Der beim Verdunsten 
des Chloroformauszuges bleibende Riickstand bildet eine braune 
schmierige Masse, welche nach allem anderen eher aussieht, 
als nach Indigo und stark nach p-Kresol riecht, das also unter 
den beim Versuch herrschenden Bedingungen schon in der Kilte 
abgespalten wird. Die Losung des ungereinigten Riickstandes in 
konzentrierter Schwefelsdure ist olivgriin. Die verdiinnte Losung 
schmutzig-griinlich-blau und etwas trib, eine scharfe Erkennung 
des Endpunktes der Titration war mir nicht moglich. Soweit 
aber ein Urteil méelich war, schien trotzdem die Endreaktion 
durchaus nicht entsprechend der Verunreinigung hinausgeschoben. 
Diese Erscheinune war mir sehr auffallend, bis sie durch weitere 
Beobachtungen aufgeklirt wurde. 

Beziiglich der Reinigung nach Ellinger machte ich fol- 
cende Beobachtungen : 

Behandelt man den Rickstand 3 mal mit je etwa 10 cem 
heibem Wasser unter gelindem Umschwenken, so zeigen die 
ersten LO cem dichte Triibung mit Bromwasser und intensive 
Millonsche Reaktion, die zweiten 10 cem beides schon sehr 
viel schwiicher, die dritten keine Triibung mit Bromwasser und 
keine merkliche Millonsche Reaktion. Kresol und Oxysiuren 
sind also vollstiindig entfernt, vermutlich auch der grobte Teil 
der’ Hippursiiure, soweit sie nicht schon durch Bleisubacetat 
gefillt war, aber nicht siimtliche Verunreinigungen. Dies zeigt 
sich namentlich daran, da} die Innenwand des Kolbens vom 
Wasser nicht benetzt wird. Das Chloroform extrahiert aus dem 
Harn vermutlich Fettsiiuren.!) Ein grober Vorzug dieses Verfahrens 

') Ich brauche wohl kaum zu bemerken, dafi der Scheidetrichter 
absolut frei von Fett war; solches oder irgend ein anderes Schmier- 


mittel wende ich tiberhaupt nie an; neu eingekaufte Schiitteltrichter werden, 
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ist. daB sich bei vorsichtigem Arbeiten kein Indigoblau yom 
Kolben ablést. die Ausfiihrunge der Bestimmung wird dadurch 
wesentlich erleichtert. 

Die Reinigung nach Wang mit der Ather-Alkohol-Wasser- 
mischung ist anscheinend vollstiindiger, der Kolben wird nach 
der Reinigung von Wasser benetzt, es ging aber stets etwas 
Indigorot in Losung, bald mehr, bald weniger oder korrekter 
sesagt: die Losung war etwas rotlich. Fast ausnahmslos loste 
sich das Indigoblau zum grofen Teil vom Kolben ab. Dies ist 
ein sehr unangenehmes Vorkommnis. Man = soll dann nach 
Wane filtrieren, das Indigoblau. waschen, das Filter trocknen, 
muy Losung des Indigoblaus mit Chloroform behandeln, die Losung 
aufs neue destillieren usw., das ist zweifellos eine sehr um- 
stiindliche Prozedur. Aber micht allein das, viel unangenehmer 
ist. dafi es kaum moglich ist, das Indigoblau, nachdem = das 
Kilter einmal getrocknet ist, wieder in L6sung zu bringen. 
Ganz vollstiindig ist mir dieses tiberhaupt nicht gelungen, 
selbst dann nicht, wenn das Filter zerschnitten und im Kolben 
mit Chloroform ausgekoecht wurde. Ausdriicklich betone ich 
indessen, da alle meine Bemerkungen sich nur auf Rinderharn 
hezichen, fiir andere Harne legen offenbar die Verhiiltnisse 
wegen der geringeren Quantitat von Phenol ete. gtinstiger. 
Man kann aber, wie ich spater bemerkte, das Filtrieren durch 
einen Kunsteriff ganz umgehen. Wenn man niimlich die abge- 
vossene Wangsche Losung mitsamt dem darin suspendierten 
Indigo auf dem Wasserbad erwiirmt, zuerst schwach, so lange 
Ather entweicht, dann stérker und dabei einengt, so scheidet 
ich das Indigoblau sehr rein mit dem charakteristischen kupfer- 
roten Reflex als Hiiutchen ab und man kann nun mit einiger 
Geschicklichkeit die Lésung so abgiefben, dali das Hiaiutchen an 
der Schale haften bleibt. ganz ohne Verlust oder mit) einem 
inendlich geringen. Nattrlich darf man dabei nicht darauf be- 
stehen, die Fliissigkeit dureh den Ausgub abzugieben, vielmehr 
mufs man Ofters tiber den Rand der Schale hinweggieben. Man 
wenn sie eingefettet sind, sorgfiltig vom Fett befreit. Ich erwahne dieses 


mit Riicksicht auf die Bemerkung von Ellinger, Bd. XXXVIII dieser 
Zeitschrift, S. 192. Fufnote. 
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kann auch die Fliissigkeit mit der Pipette absaugen.!) Die 
Schale wird dann auf dem Wasserbad getrocknet, der Inhalt 
mit Schwefelsiure behandelt und die LOsung in den Kolben 
gegossen, ° 

Dampft man die abgegossene Wangsche Fliissigkeit weiter 
em und tberlabt den Rest der freiwilligen Verdunstung, so 
bleiben Kresol und Indigorot(?) zuriick, auch kristallisiert etwas 
Hippursiiure aus. Dieselbe wird also durch den Bleiessig nicht 
vollstiindig gefallt, auch die Vermehrung der Quantitiit des 
Bleiessigs iinderte hieran nichts. 

Die Remigung nach Obermayer hatte gleichfalls den 
Effekt, daB sich das Indigoblau fast ganz abléste. Auberdem 


ging 


a a 


entfernt, die Innenwand des Kolbens wurde vielmehr ebenso- 


Indigorot in Losung, die fettartige Substanz wurde nicht 


wenig vom Wasser benetzt, wie nach der Ellingerschen 
Reinigung. 

Fiir die weitere Untersuchung habe ich mich auf das 
Verfahren von Ellinger und Wang besechriinkt; ich gebe dem 


Mllingerschen Verfahren, wenigstens fiir Rinderharn — denn 
tiber andere habe ich keine Erfahrung — den Vorzug, weil 


es weit bequemer ist, keen Verlust an Indigorot herbeifiihrt 
und man durch Bromwasser und Millonsches Reagens priifen 
kann, ob die Reinigung vollstindig erreicht ist. Dazu kommt 
noch, dab ber dem Wangschen Verfahren die im Kolben 
hiingenbleibenden Reste der Ather-Alkoholmischung Fehler’ ver- 
ursachen konnen (siehe hieriiber weiter unter). Ist nun die 
Reinigung nach dem einen oder anderen Verfahren geniigend ? 
Ist man sicher, dab die bis zur Entfirbung verbrauchte Quan- 
titiit, Kaliumpermanganat in der Tat nur auf Indigo zu_be- 
zichen ist ? 

Diese Frage wiirde ohne weiteres zu bejahen sein, wenn 
man nachweisen konnte, dab diejenigen Substanzen, von welchen 
allenfalls noch Reste in dem gereinigten Riickstand vorhanden 
sein koOnnten, die Endreaktion, d. h. die Entfarbung von Indigo- 
losung durch Kaliumpermanganat iiberhaupt nicht hinausschieben. 

') Indessen gelingt diese mechanische Abscheidung des Indigo- 


blaus nicht ausnahmslos. 
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Um diese Frage zu entscheiden, wurden Versuche mit 
einer LOsung von indigschwefelsaurem Natron (Kahlbaum) 
angestellt, welcher 1°/oige Losungen von Hippursiiure, Phenol, 
Kresol, p-Hydrocumarséure — als Vertreter der Oxysiéiuren — 
hinzugesetzt wurden. 

Die Lésung des indigschwetelsauren Natrons war so ver- 
diinnt, daB 10 ccm derselben 10,2 ecem der schwachen Kalium- 
permanganatlésung bis zur Entfirbung brauchten = 1,683 mg 
Indigoblau. Es wurden regelmiibig 10 cem = Indigolosung, ca. 
QQ) cem Wasser und 10 cem konzentrierte Schwelelsiure ange- 
wendet, direkt titriert, ohne die Wiederabkiihlung der Fliissig- 
keit abzuwarten. Es ergab sich, dafi der Zusatz von Hippursiure 
— unter Zusatz von Na,CO, bis zur genau neutralen Reaktion 
gelOst — in Quantitiiten von 2 Tropfen, 0,2 cem und 1 cem 
keinen merklichen EinfluB auf den Eintritt der Endreaktion hat. 
Der EinfluB der andern erwahnten Korper geht aus der fol- 
venden Tabelle hervor, welche die Anzahl der Kubikzentimeter 
Kaliumpermanganatlésung angibt, die fir 10 cem Indigolésung 

Zusiitzen bis zur Entfirbung erforderlich waren. 





Verbrauch —§ Fehlerhaftes 


von Kalium- Plus in cem 














Zusatz 
permanganal Kalium- 
in ecm permanganat 
1 cem Phenollosung 20.45 10.3 
Q.2 » > 17.45 4,20 
2 Tropfen p 14,55 AAD 
{ ccm Kresollésung 47 79 37,55 
(0),2 22,0 11,8 
2 Tropfen » 13.3 3.1 
1 ecm p-Hydrocumarsdurelosung 36 25,8 
Q).2 » 4 = or 17.2 i vi 
2 a ey 12,75 2,55 


16* 
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Die meisten Zahlen dieser und der folgenden Tabellen 
sind Mittelzahlen aus mehreren Bestimmungen. Alle Zahlen 
bedeuten natiirlich nur Anniitherungswerte; bei den aufer- 
ordentlichen Verdiinnungen, ‘mit der man arbeitet, ist das ja 
selbstverstiindlich. Aus diesen Versuchen geht hervor, dab die 
Anwesenheit der untersuchten oxydablen Substanzen den Ein- 
tritt der Endreaktion hinausschiebt und zwar erkiirlicherweise 
umsomehr, je grofer ihre Quantitat; eine Gesetzmibigkeit abt 
sich aber nicht erkennen, der Verbrauch von Kaliumperman- 
ganat mul von Nebenumstanden abhangen, die nicht beachtet 
worden sind, resp. sehr schwer regelmabig einzuhalten sind, 
wie die Schnelligkeit des EintheBens, die Art des Schiittelns ete., 
die in der Tat EinfluB haben. 

Ich schheBbe hieran noch eimen Versuch, welcher dazu 
bestimmt war, zu ermitteln, welche Fehler etwa dadurch ent- 
stehen kOnnen, dafi bei dem Waneschen Reinigungsverfahren 
etwas von der Ather-Alkohol-Wassermischung im Kolben haften 
bleibt. Es wurde also der in der Regel zur Indigobestimmung 
benutzte) Kolben mit der Wangschen Mischung ausgespiilt, 
diese abgegossen, dann 10 ecem der Indigolésung, 9O cem Wasser 
und 10 ecem Schwefelsiiure hinzugesetzt, titriert. Es wurden 
sebraucht: 

a) 14,65 cem, fellerhaftes Plus 4,45 com. 
b) 14,20 » » 4.20 

Keineswegs ist nun aber etwa bet der Erreichung der 
Endreaktion die zugesetzte aromatische Substanz vollstindig 
oxydiert. Beurteilt man den Ablauf der Oxydation nach dem 
intreten einer bleibenden Rosafiirbung, so sind hierzu noch 
sehr grobe Mengen Kaliumpermanganatlésung erforderlich. Wie- 
viel noch notwendig ist, dariiber Eibt sich eine bestimmte An- 
gabe nicht machen, da die Reaktion anfangs schnell, allméhlich 
aber langsamer und langsamer abliiuft. Wenn man eine etwa 
10 Sekunden bestehen bleibende Rosafiirbung als Ende der 
Reaktion ansicht, so sind hierzu bei den groBberen Zusiatzen 
noch 15 cem und mehr der stiirkeren L6sung —60 cem der 
schwiicheren Losung erforderlich. 

Die Oxydation des Indigoblaus bei gleichzeitiger Gegen- 
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wart leicht oxydabler Substanzen verliuft also in der Art, daB 
vorwiegend das Indigoblau oxydiert wird, in geringem Grade 
aber auch die anderweitigen Substanzen, sodaf deren Gegen- 
wart einen immerhin recht erheblichen Fehler verursacht. 

Hiermit war nun die Beobachtung nicht recht in Einklang zu 
bringen, dab die Titrierung des ungereinigten Riickstandes zwar 
etwas mehr Kallumpermanganatverbrauch ergab — soweit man 
das tiberhaupt beurteilen kann; die Endreaktion ist’ in unge- 
reinigten Indigolésungen, wie gesagt, unsicher —, aber doch nicht 
entfernt soviel mehr, als man nach der Schatzung des Gehaltes 
an Kresol etc. annehmen. sollte. 

lim hiertiber ins klare zu kommen, untersuchte ich die 
Ellingerschen Spiilfliissigkeiten selbst und zwar einerseits fiir 
sich, andererseits unter Zusatz von Indigokarminiésung. Bei 
der direkten Oxydation der von einer Indigobestimmung ver- 
einigten Spilllissigkeiten mit Kallumpermanganat wurde selbst 
bei Zusatz von 15 cem der starken Losung bleibende Rot- 
firbung regelmiibig nicht erreicht. 

Ks wurden nun andererseits zu den Spiilfliissigkeiten10 ¢em 
IndigokarminlOsung und 10 ccm konzentrierte H,SO, hinzugesetzt 
und auf Entfiirbung titriert. Statt 10,2 ccm wurden bei ver- 
schiedenen Rinderharnen 22,9 — 26 — 33.8 ccm gebraucht, also 
2 15,8 — 22.6 cem mehr. 

Der starke Mehrverbrauch von Kaliumpermanganat bei 
Gegenwart der untersuchten aromatischen Substanzen bis zur 
Kntfirbung stimmt nun anscheinend mit dem oben iiber die 
Titrierung ungereinigter Riickstiinde Mitgeteilten nicht iiberein. 
Bei niiherer Uberlegung mufte ich mir aber sagen, dal die 
Bedingungen nicht die gleichen seien. Es war anzunehmen, 
daly sich beim Erhitzen des Chloroformlésungriickstandes mit 
HSO, Sulfosiiuren bilden, und es war wohl denkbar, dab diese 
schwer oxydierbar sind und deshalb von geringerem Einflus 
auf die Endreaktion, d. h. auf die Entfiirbung von Indigo- 
lOsung sind. 

Das ergab sich nun in der Tat. 

I g p-Kresol wurde mit 10 ccm H,SO, etwa 25 Minuten 


auf dem Wasserbade erhitat, dann abgektihlt, mit Wasser ver- 
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diinnt und auf 100 ccm aufgefiillt. Die Losung enthielt also, 
wie die friiher angewendeten, 1°/o p-Kresol, jedoch in Form 
von Sulfosiure. Es wurden nun zu 10 ccm derselben Indigo- 
schwefelsiiureldsung wechselnde Mengen der Kresolsulfonsiiure- 
losung gesetzt, dann wie gewohnlich titriert. 





| a . 
| Kalium- 





| Fehlerhaftes 
permanganat- 
Zusatz lOsung | Plus 
| verbraucht . 
| in ecm 
in ecem | 
; 
| 
f ccm | 14,0 | 3.8 
| 
0.2 ccm | 11,4 12 
- ' - P 
2 Tropfen | 10,7 0.5 
| 
| 





Vergleicht man damit die fiir freies Kresol erhaltenen 
Zahlen, so sieht man, daf der Unterschied enorm ist. Die 
Sulfosiuren haben also nur geringen EinfluBb auf das Eintreten 
der Endreaktion. 

Mit Riicksicht darauf, da bei der Indigobestimmung der 
Chloroformverdunstungsriickstand nur 10 Minuten mit H,SO, 
erhitzt wird, war es von Interesse, zu sehen, ob diese Zeit 
schon ausreicht zur Bildung der Sulfosiiure. Der Versuch wurde 
also ganz ebenso wiederholt, jedoch nur 10 Minuten mit H,SO, 
erhitzt. Das Resultat war fast ganz dasselbe. 





Kalium- 


Fehlerhaftes 
jpermanganat- 





Zusatz | losung | Plus 
verbraucht 
in cem 
in ccm 
| 
2 ccm 14,2 4,0) 


02 cem 


? Tropfen 10.8 0.6 
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Ja, sogar als 1 g p-Kresol nur 1—2 Minuten mit H,S0, 
auf dem stark siedenden Wasserbade erhitzt, im iibrigen ebenso 
verfahren wurde, betrug das fehlerhafte Plus fiir 2 ccm nur 
4.5—D com der diinnen Permanganatlésung. Ich glaubte mich 
hierber auf das Kresol beschriinken und Versuche mit Phenol 
und Oxysaure unterlassen zu konnen. Es war nun noch die 
Probe auf das Exempel zu machen, d. h. festzustellen, daf} die 
bei der Ellingerschen Reinigung in das Wasser tibergehenden 
Phenolsubstanzen als Sulfosiuren keinen wesentlichen Einflub 
auf die Endreaktion der Indigotitrierung austiben. Zu dem 
Zweck wurden diese Reinigungsfliissigkeiten mit Ather ausge- 
schiittelt, der Ather bei gelinder Wiirme verdunstet, der Riick- 
stand ca. 10 Minuten mit 10 cem H,SO, erhitzt, verdiinnt, LO com 
IndigokarminlOsung und die entsprechende Quantitaét Wasser 
hinzugesetzt, titriert. Es wurden verbraucht 15,4 resp. 14,9 cem, 
also ein fehlerhaftes Plus von 5,2 cem und 4,7 cem. Derselbe 
Versuch wurde noch mit dem Verdunstungsriickstand der 
Wangschen Spiilfliissigkeit’ gemacht, nach dem = Erhitzen mit 
Schwefelsiiure. Die schwefelsaure L6sung war jedoch so stark 
braun resp. nach dem Verdiinnen mit) Wasser gelb gefarbt, 
dab eine Erkennung der Endreaktion nicht moglich war.  Damit 
ist es aufgeklaért, wie es kommt, dah die Titrierung des un- 
gereinigten Riickstandes uicht giinzlich widersinnige Resultate 
sibt. Selbstverstiindlich wird die direkte Titrierung bei andern 
Harnen noch weit eher moglich sein, als bei Rinderharn, der 
wegen seines héheren Gehaltes an Kresol ete. besouders un- 
siinstige Bedingungen bietet. 

Ks werden also beim Rinderharn durch die «Reinigung» 
sehr erhebliche Mengen von oxydablen Substanzen entfernt, 
welche den Endpunkt der Reaktion beim Titrieren des Indigos 
auf Farblosigkeit notwendig hinausschieben miissen.  Allerdings 
kommen diese oxydabien Substanzen nach dem Erhitzen mit 
Schwefelsiiure nur zu einem geringen Teil zur Wirkung, immerhin 
bleibt ihr EinfluB noch gro} genug, ganz abgesehen davon, daf 
die Titrierung ohne vorgiingige Reinigung ber Rinderharn 
iberhaupt kaum ausfiihrbar ist. 

Es fragt sich nun noch, ob durch die richtig ausgefihrte 
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Reinigung — nach Ellinger die stOrenden. die Endreaktion 
hinausschiebenden Substanzen vollstandig entfernt werden. 

Zur Beantwortung dieser Frage hat man nur notig, die 
Reinigung sowelt auszufihren, dab man sie fiir abgeschlossen 
erachtet, dann uoch einmal warmes Wasser aufzugiehen und 
zu sehen, ob die so erhaltene Spiilfliissigkeit noch einen Einfluls 
auf die Titrierung von IndigolOésung ausiibt. 

Die vierte Ellingersche Spulfliissigkeit — ca. 10 com — 
wurde zu 10 cem der IndigokarminlOsung gesetzl und wie ge- 
wohnlich verfahren. Es wurden erfordert 10,8 cem, also nur ein 
sehr geringes Plus. Erwagt man nun, dab dieses Minimum ja auch 
nicht als solehes, sondern als Sulfosiiure zur Wirkung kommt, 
so wird sein Einflub gleich Null zu setzen sein. Dieses ergab 
nun auch ein einschlagiger Versueh, bei dem diese Fliissigkeit 
mit Ather ausgeschiittelt und der beim Verdunsten der Ather- 
losung bleibende kaum siechtbare Riickstand mit Schwetelsiiure 
erhitzt, dann Indigokarminiésung hinzugesetzt und titriert wurde. 
Die Differenz zu reimer Indigokarminlésung blieb zweifelhaft. 

Hliermit ist also bewiesen, dab die Indigotitrierunge auch 
ber den besonders schwierigen Verhiltnissen, wie sie der Rinder- 
harn bietet, ausfiihrbar und dafiv man berechtigt ist, den Ver- 
brauch an Kaliumpermanganat ausschlieblich auf das Indoxy! 
zu beziehen, 

lm Prinzip halte ich freilich die kolorimetrische Methode 
fiir die bessere: es scheint mir richtiger zu sein, ftir die quan- 
titative Bestimmung eines aus einem so komplizierten Gemisch 
isolierten KOrpers eine spezifische Eigenschalt — die Firbung 

zu benutzen, als eine so allgemeine, wie die Oxydierbarkeit. 
Ks ist richtig, dafSi man bei der kolorimetrischen Methode nur 
Anniaherungswerte bekommt, aber man hat nicht zu befiirchten. 
dali man einmal wesentlich falsche Werte erhalt. Bei der 
Oxydationsmethode ist dagegen die Mogiichkeit, dab namentlich 
aus pathologischen Harnen Substanzen in den Chloroformauszug 
lbergehen, welche durch die «Reinigung» nicht zu entfernen 
sind, nicht von der Hand zu weisen und wir haben kein 
Mittel, eine solche Verunreinigung zu erkennen. Andererseits 


muh zugezgeben werden, dal die Gefahr eine sehr geringe ist 
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und dafi gegen das kolorimetrische Verfahren noch der Um- 


a 


stand spricht, dab man die VergleichslOsung sehr hiutig  er- 


neuern mul — ohne das geht es nicht, die LoOsungen veriindern 
ihre Farbe beim Aufbewahren ziemlich raseh - das ist eine 


ganz betrichtliche Unbequemlichkeit.  Vielleicht) kKonnte man 
der Vergleichsindigolésung eine intensiv blaue Losung, z. B. 
schwefelsaures Kupferoxydammoniak substituieren oder eine mil 
Schwefelsiure angesiiuerte Losung von indigschwefelsaurem 
Natron benutzen, die viel haltbarer zu sein scheint, als die 
Chloroformlésune des Indigblaues und den Vergleich in) der 
schwefelsauren LOsung vornehmen. Die Titriermethode wird 
indessen wohl ihr Ubergewicht behaupten, aufer in manchen 
klinischen Fiillen, wo es sich mehr um Schiitzungen als um 
quantitative Bestimmungen handelt und die Schatzungen fir 
den beabsichtigten Zweck ausreichend sind. Ubrigens wiirde 
es wohl auch ausfiihrbar sein, das Indigblau in ein und der- 
selben Lésung sowohl kolorimetrisch als auch durch Oxydation 
zu bestimmen. 

Die Quantitiit des Indoxvls im Rinderharn ist’ ebenfalls 
bedeutend geringer als im Pferdeharn. Die Bestimmung des 
Indigos ergab?!) nur 27,58 mg Indigo im Liter = 27,8 mg Indoxyl. 
Dagegen fund Jaffé?) im Pferdeharn bis 220 me Indigo im 
Liter. Eine genauere Vergleichung ist) nicht moéglich, da es 
an Stickstoffbestimmungen neben den Indigobestimmungen fehlt, 
jedenfalls aber ist die Differenz zwischen Linderharn und 
Pferdeharn ftir das Indoxyl noch grober als ftir das Phenol, 
resp. Kresol. 

Die Unterlagen ftir die Berechnung des im = Darmkuanal 
zerfallenden Eiweibes aus der Indikanausscheidung ist fast noch 
unsicherer, wie fiir das Phenol. 

Die erste Voraussetzung fiir diese Berechnung ist die 
Grobe der Indolgruppe im Eiweib. Waiahrend die GroBe der 
Phenolgruppe ziemlich feststeht und wenig schwankt zwischen 
den einzelnen KiweiBkOrpern, scheint die Grobe der Indolgruppe 
erheblichen Sehwankungen zu unterliegen, wenn man_ nicht 


') Ohine die Korrektur nach Ellinger. 


*) Meissners Jahrb. f. Anat. u. Physiol. fiir 1870, S. 176 
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annehmen will. dafi diese Differenzen nur auf Unvollkommenheit 
der Methode zurtickzufiihren sind. Die in den Fiaulnisversuchen 
von meinem Bruder und mir!) erhaltenen Maximalausbeuten 


an Indol betragen fiir ° 
Blutfibrin 1,15 °/o 
Eiweifkorper des Fleisches 0,58 °/o 
Fleischfibrin 0,38 °/o 


Kiweifkkorper des Serums 0,450°/o 
Pankreaspepton 0,61 °%o 

Fiir die pflanzlichen Eiweibkorper liegen meines Wissens 
liberhaupt keine quantitativen Angaben vor. 

Legen wir der Berechnung den beim Blutfibrin erhaltenen 
Maximalwert zugrunde, so wiirde 1 ¢ Indol aus 86,96 ¢ 
zersetzten Eiweilii stammen. 

Es fragt sich nun, wieviel von der im Darm abgespaltenen 
Indolgruppe als Indoxyl im Harn erscheint. 

Nach den von Wang?) an Hunden angestellten Fiitterungs- 
versuchen mit Indol findet sich etwa die Hilfte des verfiitterten 
Indols als Indoxyl im Harn wieder. Das in 1 | Rinderharn 
gefundene Indoxyl wiirde unter Zugrundelegung dieser An- 
nahmen aus 4.26 ¢@ durch Fiiulnis zersetztem Eiweif hervor- 


regangen sein. Da tl des Harns 7,5 ¢ N enthalt, entsprechend 


den Zersetzungsprodukten von 46,575 ¢ Eiweib, so ist etwa 
Wiy dieses Eiweifes im Darmkanal durch Faulnis zertfallen, 
wihrend sich aus der Kresolausscheidung 2/3 berechnet, oder 
wenn wir annehmen, dab nichts von dem resorbierten Kreso! 
oxydiert ist eine durchaus unwahrscheinliche Annahme — !°3: 
von Ubereinstimmung ist also keine Rede. 

Die Unterlagen der ganzen Berechnung sind aber, wie 
gesagt, sehr unsicher. Einerseits liefert das pflanzliche Eiweil 
moglicherweise viel weniger Indol, andererseits ist es fraglich, 
ob die bet der bakteritischen Zersetzung des Eiweibes_ frei 
werdende Indolgruppe wirklich zur Hiilfte als Indoxyl im Harn 
erscheint, dieser Anteil nicht vielleicht viel geringer ist. Das 
Verhalten eingegebenen Indols ist hierfiir nicht unbedingt be- 


1) Diese Zeitschrift, Bd. VII S. 430 u. ff. 
2) Diese Zeitschrift, Bd. XXVIII, S. 557. 
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weisend. Es ist wohl anzunehmen, daf das Indol zuerst als 
Skatolaminoessigsiure (Tryptophan) abgespalten wird. Ellinger 
und Gentzen!) haben nun zwar nachgewiesen, daf die Skatol- 
aminoessigsdaure im Dickdarm des Kaninchens’ Indol _ bildet, 
andererseits aber hat Ellinger?) gefunden, dab die Skatol- 
aminoessigsaure im Organismus des Hundes in Kynurensiiure 
iubergeht. Beim Hund kann man also sicher aus der Quantitiit 
des Indoxyls im Harn allein keinen Riickschlu8s mehr auf die 
Quantitaét des gebildeten Indols machen. Der Pflanzenfresserharn 
enthalt allerdings keine Kynurensiiure, aber seitdem Ellinger 
nachgewiesen, das ein Teil der im Eiweifs steckenden Indol- 
gruppe In einer ganz unerwarteten Weise verandert wird, ist 
doch auch die Sicherheit des Schlusses aus dem Indoxyl auf 
das Indol iiberhaupt stark erschiittert, beziehen sich doch ohne- 
hin die Angaben von Wang iiber das Verhalten von verfiittertem 
Indol auf den Hund; ob es sich beim Rind ebenso verhalt, 
wissen wir nicht. Kurz — es fehlt hier tiberall noch an Unter- 
suchungen, welche erst die Grundlage zu geben hiitten. Dabei 
sehen wir, je gréber die Summe unserer Kenntnisse uber den 
Stoffwechsel verschiedener Tierspezies wird, je mehr Kinzelheiten 
wir kennen lernen, immer mehr, dali die Differenzen im Stoff- 
wechsel viel gréber sind, als wir friiher annahmen; die Be- 
rechtigung der Ubertragung der Erfahrungen von einer Tier- 
spezies auf die andere wird also immer zweifelhafter. Die 
allgemeine Einteilung der Siiugetiere hinsichtlich der = Stoff- 
wechselverhaltnisse in Fleischfresser und Pflanzenfresser ist far 
die Erforschung des tierischen Stoffwechsels gewif forderlich 
vewesen, allein, dab sie von den Tatsachen iiberholt ist und 
nicht mehr ausreicht, wissen wir lange. Vorliufig wird man 
eine Ubertragung von einer Tierspezies auf die andere miglichst 
vermeiden miissen. Einer spiiteren Forschung wird es vielleicht 
gelingen, Gruppen von Tierspezies festzustellen, deren Stofl- 
wechselverhiiltnisse gewisse gemeinsame Ziige tragen; vielleicht 
werden sich hierbei phylogenetische Anschauungen fruchtbar 
und forderlich erweisen. 


') Hofmeisters Beitriige zur chem. Physiol. u. Path., Bd. IV, 5.171 
*) Ber. d. d. chem. Gesellschaft, Bd. 37, 5. 1801. 





K. Salkowski. Zur Kenntnis des Harns. 


Leider ist mir erst nach Abschluf meiner Beobachtungen 


liber die Indigobestimmung durch die Abhandlung von Maillard 
in dieser Zeitschrift Bd. XNXX, S. 436 bekannt geworden, daf 


dieser Autor friiher angegeben hat, die Chloroformlésung des 


Indigos durch Ausschiitteln mit ganz verdiinnter Natronlauge 
(1: 1000) zu reinigen. Die Monographie von Maillard: «L’in- 
doxvie urinaire ete.», in der diese Angabe enthalten ist, war 
mir leider entgangen. Ieh habe dieses Verfahren daher nicht in 
Betracht ziehen koénnen. A priori erscheint es sehr zweck- 
mibig. 




















Uber die Harnsdurebildung in Gewebsausziigen. 
Von 
Alfred Schittenhelm. 


(Aus dem Laboratorium der medizinischen Klinik der Universitit Gottingen.) 


Der Redaktion zugegangen am 27. Juni 1904.) 


Die bekannten Versuche Llorbuezewkis,.!) wodureh er die 
KEntstehung von Harnsiure aus den Nucleinen der Organe erwies, 
stellten eigentlich den ersten Versuch dar, eine Harnsiiurebildune 
durch Gewebsfermente zu erweisen, wenn auch Horbaezewski 
selbst den harnsiiurebildenden Faktor in seinen Versuchen nicht 
in einem entsprechenden Ferment erkannt hat. Seine Versuchs- 
anordnung war die folgende: er digerierte frische Milzpulpa mit 
der 8—10fachen Menge destillierten Wassers 8 Stunden lang 
ber dO0°® C.: es muh dabet leichte Fitulnis auftreten, ein Punkt, 
den Horbaczewski fiir das Gelingen des Versuches fiir not- 
wendig hielt. Nach beendeter Digestion wird vom ungelbsten 
liltriert, die Losung zur Entfernung der Eiweibkorper und Ste- 
rilisierung mit Blelessig vorsichtig ausgefallt. Dann wird die 
nach dem Absetzen tibertiltrierte und von bBlutfarbstolf rotge- 
irbte LOsung mit etwa derselben Menge frischen  arteriellen 
Glutes versetzt, bei 40—)0° einige Stunden erwiirmt oder 
unter Luftdurehleitung im Brutschrank belassen. Auf diese 
Weise kann aus 1 @ Milzpulpa ea. 2.5 mg Harnsiure erhalten 
werden. Auch Nucleine, nach Miescher durch Pepsinsalzsiure- 
verdauung aus Organen gewonnen, geben mit Blut) ebeuso 
vbehandelt Harnsiiure. Er schlieBt daraus, dal} die Harnsiiure aus 
len Xanthinbasen der Zellkerne entstehe. Seine Versuche 
wurden wiederholt nachgepriift und als richtig befunden. 


') J. Horbaczewski, Beitrige zur Kenntnis der Bildung det 
Harnsiure und der Xanthinbasen, sowie der Entstehung der Leukocyten 


Saiugetierorganismus, Monatshefte der Chemie, 1891, Bd. 12, 5. 221. 
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Spitzer!) hat dieselben Versuche in etwas anderer 
Weise angestellt und gefunden, dab bei der Digestion von 
Milz- und Leberausziigen unter Luftdurchleitung und AusschluB 
der Fiiulnis auch eine Bildung von Harnsiiure stattfindet. Mit 
der Zunahme der Harnséiure ging eine Abnahme der nachweis- 
baren freien Nucleinbasen, wie sie nach Salkowskis?) An- 
gaben bei der Autodigestion sich abspalten, Hand in Hand. 
Des weiteren erwies er, dab Hypoxanthin und Xanthin= sich 
durch den Sauerstoff der Luft bei Anwesenheit gewisser in den 
Extrakten von Leber und Milz enthaltener Substanzen zu Harn- 
siiure oxydieren und dai auch aus Adenin und Guanin unter 
denselben Versuchsbedingungen Harnsiiure entstehe, aber in 
viel geringerem Umfange als aus Hypoxanthin und Xanthin. 
Auch Wiener?) fand bei iihnlicher Versuchsanordnung, dal 
Hypoxanthin, dem Leberauszuge des Rindes zugesetzt, starke 
Vermehrung der Harnséure bei Ausschlu} von Fiiulnis ergebe. 
Spitzers Versuche, welche zu der Annahme einer harnsiiure- 
bildenden Oxydase in Leber und Milz ftihren miissen, scheinen 
dafiir zu spreehen, dab die Aminopurine in der Tat betreffs 
ihrer Uberfiihrung in Harnséure anderen Bedingungen unter- 
legen, als die Oxypurine. Es wiire diese Beobachtung von 
Wichtigkeit, weil bekannthch Minkowski*) die Oxydation von 
freiem Adenin und Guanin zu Harnsiiure, welche nach den 
Fiitterungsversuchen von Kriger und Sehmid®) sehr wahr- 
scheinlich gemacht wurde, energisch bestritt, wihrend er eine 
Oxydation der Oxypurine zu Harnséure als bewiesen annahm. 
Auf seine weitere Anschauung betretfs der Notwendigkeit der 
Paarung von Nucleinsiure oder ihren basenfreien Komponenten 


1) W. Spitzer, Die Uberfithrung von Nucleinbasen in Harnsiiure 
durch die sauerstoffibertragende Wirkung von Gewebsausziigen, Archiv 
fiir Physiol, 1899, Bd. 76, S. 192. 

2) KE. Salkowski, Uber Autodigestion der Organe, Zeitschrift fiir 
Klin. Medizin, 1890, Bd. 17, Supplem., S. 77. 

‘) H. Wiener, Uber Zersetzung und Bildung von Harnsiure im 
Tierkérper, Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmak., 1899, Bd. 42, 8. 373. 

‘QO. Minkowski, Die Gicht, Wien 1903. 

M. Kriiger und J. Schmid, Die Entstehung der Harnsiure aus 
freien Purinbasen, Diese Zeitschrift, 1902, Bd. XXXIV, S. 549. 
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mit den Aminopurinen brauche ich nicht naher einzugehen. 
Ich habe diese Verhiltnisse erst jiingst in einem ausfthrlichen 
Referate!) besprochen. 

Da sich demnach hier zwei Ansichten gegeniiberstehen, 
<0 habe ich es unternommen, weitere Versuche nach = dieser 
Richtung anzustellen. Ich ging dabei von der Spitzerschen 
Versuchsanordnung aus und benutzte vorerst der Eimheitlichkeit 
halber im wesentlichen Milzextrakt. 

Es fand sich nun die wichtige Tatsache, dab auch Ade- 
nin und Guanin, ganz wie es Spitzer fiir die Oxypurine fand, 
nahezu quantitativ in Harnsiiure tberging. Dab dabei 
ein fermentartiges Agens eine wichtige. Rolle spielt, bewies 
wieder die ‘Tatsache, dab die Versuche nicht gelangen, sobald 
anstatt frisch bereiteten Extraktes ein anderer verwandt wurde, 
der vorher einige Zeit auf 100° im Dampftop! erhitzt: worden 
war. Spitzers einmaliger Versuch mit Adenin gelang wohl nicht 
in dem Mabe, weil die Versuchsdauer eine wesentlich kirzere 
war, und seine Versuche mit Guanin verliefen weit weniger 
intensiv, weil er zur LOsung des Guanins Salpetersiiure verwandte, 
die wohl schidigend auf die Oxydase gewirkt haben mag. 

Weiter konnte ich zeigen, dafi nicht nur die freien Amino- 
purine, sondern auch die an Thymusnucleinsiiure gebundenen 
in Harnsaure umgesetzt wurden. Unter gleichen Versuchs- 
bedingungen erreichte ich eine Bildung von Harnsiiure 
durch Zugabe von a-nucleinsaurem Natrium zu den 
Extrakten, welche in quantitativer Beziehung ungefihr 2/s 
der in dem angewandten Priiparat enthaltenen Purin- 
basen entsprach. Es trat demnach bei den gebundenen Amino- 
purinen eher eine geringere Umwandlung in Harnsiiure ein, als 
bel den freien, ein Resultat, welehes wohl zu einem = guten 
Teil darin seinen Grund hat, dafB durch das als Folge der 
eaktion aufgetretene basenfreie Spaltprodukt eine vollkommene 
Ausfiillung der gebildeten Harnsiiure verhindert wurde. 

Dieselbe Eigenschaft, wie der Milzextrakt, hat auch 


') A. Schittenhelm, Die Purinkérper und ihre Stellung im 


tierischen Organismus, Zentralblatt fiir Stoffwechsel- und Verdauungs- 
Krankheiten, 1904, Nr. 9, S. 226, 
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der Leberextrakt und endlich konnte ich ein weiteres Organ, 
welches dieselbe Oxydase enthalt und mithin auch dieselbe 
Umsetzung zu bewirken vermag, niamlich die Lunge auffinden. 

Z7u erwiihnen wiire noch’der schadigende Einflu’ des 
Alkohols auf die Lebensfahigkeit des Fermentes. 

Die Harnsiiure bildende Oxydase wird gefallt durch 
Aussalzen mit Ammonsulfat und ich erhielt aus den Nie- 
derschliigen gut wirksame Extrakte, welche sehr wenig organische 
Substanz und so gut wie keine Purinbasen, also auch keine 
Nucleoproteide enthielten. Weitere Versuche, welche ber die 
Art des Fermentes und iiber das Verhalten der Organausziige 
gegeniiber methylierten Purinen AufschluB geben sollen, werde 
ich spiiter beschreiben. 

Experimenteller Teil. 

Zur Herstellung des Extraktes wurden jedesmal frisch vom 
Schlachthaus erhaltene Organe vom Rinde in der Fleischhack- 
maschine fein zerkleinert und dann noch, wenn notig, wie z. B. 
ber der Lunge, mit Hackmessern bearbeitet. Von dem so er- 
haltenen feinen Breit wurden je 500—700 g mit 3.1 Wasser und 
DO cem Chloroform 4 Stunden lang durch den automatischen 
Riihrer durchgearbeitet. Die durch mehrstiindiges Stehen ab- 
gesetzle Fliissigkeit wurde koliert und durch aufgeschwemmites 
Kiltrierpapier filtriert. Der so erhaltene Extrakt war noch mehr 
oder weniger getriibt, enthielt aber keine groberen bBestandteile 
mehr. Auf eine Filtration durch Faltenfilter, wobei absolute Klar- 
heit des Filtrats erziell werden kann, wurde in den meisten Fiillen 
wegen der Langwierigkeit des Filtrationsprozesses verzichtet. 

Von dem Extrakte wurden stets 500 cem zum einzelnen 
Versuche verwandt. Die Purinbasen, welche ich teils von 
Merk kiiuflich bezog, teils selbst aus Organen (Pankreas ete.) 
dargestellt hatte und von deren Reinheit ich mich durch Stick- 
stoffanalysen vorher iiberzeugte, gab ich stets in geloster Form 
zu und zwar gebrauchte ich zu ihrer L6sung Normalnatronlauge 
unter modglichster Vermeidung jeden Uberschusses. Auch das 
nach Neumanns?!) Vorschrift aus Thymusdriise dargestellte 


') Arch. f. Anat. und Physiol.. Suppl. 1899, 5S. 382. 
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a-nucleinsaure Natrium, welches sichnahezu klar liste, vorschrifts- 
vemaf gelatinisierte und nach Spaltung mit 2°/oiger Schwefel- 
siure 6,58°/o Basenstickstoff enthielt, wurde gelést zugegeben. 
Jede einzelne Portion des versuchsfertigen Extraktes wurde, 
wenn sie nicht bereits vorher alkalisch war, mit Natriumkarbonat 
schwach alkalisch gemacht. 

Nunmehr wurden die Extrakte im Wasserbad bei 40—45° 
unter standiger Luftdurchleitung 3 Tage lang digeriert und jeden 
Tag etwas Chloroform zugegeben. 

Die Isolierung der Harnsiiure geschah folgendermafen : 
Die Reaktionsfliissigkeit, in welcher sich wiihrend der Dauer 
des Versuches flockige Abscheidungen bildeten, wurden natron- 
alkalisch aufgekocht, wobei alles in Lésung ging, hierauf eben 
essigsauer gemacht und vom entstandenen Niederschlag rasch 
abfiltriert. Der Niederschlag wurde nochmals mit Wasser aus- 
gekocht. Aus den vereinigten Filtraten wurden die Purinkérper 
entweder mit Natriumbisulfit-Kupfersulfat-Fiillung nach Kriig er 
oder mit ammoniakalischer Silberlésung gefillt, die erhaltene 
Verbindung gut gewaschen und mit Schwefelkaliumlésung zer- 
setzt. Vor dem Filtrieren gab ich nach Wieners'!) Angabe 
einige Kubikzentimeter einer gesittigten Aluminiumacetat- 
ldsung zu und machte ganz schwach essigsauer. Hierdurch 
erzielt man immer ein klares Filtrat; der dicke Niederschlag 
wurde nochmals ausgekocht und die vereinigten Filtrate salz- 
sauer auf wenige Kubikzentimeter eingedampft und einige 
Stunden stehen gelassen. 

Die ausgefallene, auf ein gehiirtetes Filter gebrachte Harn- 
siiure wurde mit schwach salzsaurem Wasser gewaschen, mit 
heiBem Alkohol zur Entfernung der Fettsiuren und mit Schwefel- 
kohlenstoff zur Entfernung des anhaftenden Schwefels gereinigt 
und mit Ather getrocknet, endlich gewogen. Wo die erhaltene 
Menge zu gering zur Analyse war, wurde nach Horbaczewski?) 
aus konzentrierter Schwefelséure (0,2 com auf 0,1 g Substanz 
und Wiederausfillung durch das 4fache Voiumen Wasser) um- 


|). c., 5. On. 
?) J. Horbaczewski, Uber die Trennung der Harnsiure von den 
Xanthinbasen, Diese Zeitschrift, 1894, Bd. XVIII, S. 341. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLII. 17 
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kristallisiert und die so erhaltene Harnsiiure durch die Murexid- 
probe und ihre Kristallform identifiziert. In den meisten Fiillen 
wurde eine Analyse vorgenommen, wozu die Harnsiiure 2—3 
mal in Natronlauge gelost, mit Tierkohle entfiirbt und durch 
Salzsiiture aus dem Filtrat wieder ausgefillt wurde. Das mit 
Alkohol und Ather gewaschene Endprodukt wurde nach Trock- 
nen bei 100° bis zur Gewichtskonstanz analysiert. 

Auf diese Weise wurde von jedem frischen Extrakt eine 
Kontrollprobe vor Beginn des Versuches verarbeitet, wobel 
jedesmal eine geringe Menge von Harnsiiure (0,02 —0,04 g im 
Milzextrakt, in Lunge und Leber bedeutend weniger) gefunden 
wurde. Ich habe daher auch ganz frische Organe nach Auf- 
schluB mit 3°/oiger Schwefelsiure durch 4stiindiges Kochen 
am Riickflubkiihler auf Harnsiuregehalt untersucht und dabei 
hochstens minimale Spuren erhalten, meist aber ein negatives 
Resultat erzielt, ein Befund, der mit Stadthagens!) und 
Spitzers?) Angaben vom Fehlen der Harnsaure in frischen 
Organen gut zusammenstimmt. Die in den Extrakten gefundene 
Harnsiure mul daher bereits als wihrend des Rihrens ge- 


bildete aufgefabt werden. 


Versuch I. Milzextrakt. 


a) Ohne Zusatz. Krhalten 0,081 g Harnsidure, 
b) Mit 0,2 2 Guanin. . 0,301 >» > 


Q.116 g Substanz verbrauchten nach Kjeldahl 27,6 ccm ®/10-Nor- 
mal-Oxalsiure. 
Berechnet fiir CJH,N,O0,: 33,383°/> N 
Gefunden : B30. °e » 
Mithin waren 98,89°/o°) des zugegebenen Guanins als Harnsdure 
wiedergefunden. 


Versuch Il. Milzextrakt. 


a) Ohne Zusatz. Erhalten 0.1242 ¢ Harnséure, 
b) Mit 0.8 g Guanin. >» 06,3582 » > 


Mithin 70,1°'0 des zugegebenen Guanins als Harnsiiure wieder- 


gefunden. 


' Virchows Arch., 1887, Bd. 109, 5. 390. 

*) |. c. 8S. 197. 

®) Die Umrechnung von Guanin, Adenin nnd Hypoxanthin auf Harn- 
siiure geschah unter Zugrundelegung der Molekulargewichte. 
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c) Mit 0.3 g¢ Guanin. Erhalten 0,3982 g¢ Harnsiure. 
0.1153 g Substanz gaben 0,1509 g CO, und 0.0262 g H,0. 
Berechnet fiir C,H,N,O, Gefunden 
39,71°o C und 2,38°/o H 35,69°/o C und 2,52°%o H. 
Es war demnach 82°/o des zugegebenen Guanins als Harnsdure 
wiedergefunden. 
Versuch III. Milzextrakt. 


a) Ohne Zusatz. Erhalten 0,1) g Harnsiure 
b) Mit 2,0 ¢ a-thymonucleinsaurem Natrium. , 0.360 » > 
0.1551 g Substanz gaben 0,2026 g CO, und 0,0354 g H,O. 
Berechnet fiir CSH,N,O, Gefunden 
39,71°/o0 G und 2,58°%o H 35,63°'0 CG und 2,54°/0 H. 


Es waren demnach 65,86 °/o') der in dem thymonucleinsauren Natrium 
enthaltenen Basen als Harnsiiure wiedergefunden. 
c) Mit 022 g¢ Adenin. Erhalten 0,27 g Harnsiure. 
0.1451 g Substanz gaben 0.1904 g CO, und 0,0335 ¢ H,O. 
Berechnet fiir C,H,N,O, Gefunden 
39,71°/o C und 2,38°/o H 3),78°/o0 Cound 2,56°%o H. 
Fs waren demnach 68,2°/o des angewandten Adeninis als Harn- 
sdure wiedergefunden worden. 
Versuch IV. Milzversuch. 
a) Ohne Zusatz. Erhalten 0,078 g Harnsaéure. 
Die vereinigten Harnsiiuremengen aus den Milzversuchen ohne 
Zusatz wurden nach mehrmaligem Umkristallisieren analysiert. 
0.1274 g Substanz verbrauchten nach Kjeldahl 30,35 cem 
n/1o-Normal-Oxalsiure. 
Verlangt 33,33 °/0 Gefunden 33,55 °/o. 
b) Mit 0.6 g Guanin. Erhalten 0,53 g Harnsiéure. 
0.1312 g Substanz verbrauchten 31,35 cem ®/1w-Norm.-Oxalsdure. 
Verlangt 33,33 °)0 Gefunden 33,45 °/o. 
Demnach waren 67,7°%0 des zugegebenen Guanins als Harnsiiure 
wiedergefunden. 


Versuch V. Milzversuch. 


a) Ohne Zusatz. Krhalten 0,035 g¢ Harnsiure, 
b) Mit 2,0 g nucleinsaurem Natrium. “ 0.25 >» , 


Demnach waren 54,5°/o der im zugegebenen nucleinsauren Natrium 
enthallenen Purinbasen als Harnsiiure wiedergefunden worden. 
Versuch VI. Milzversuch. 
Die Hilfte der frischen zerkleinerten Milz (400 gi mit 1000 com H,O 
kurz gekocht, auf 3000 ccm aufgefiillt, 2 Stunden geriihrt. Von der Auf- 





1) Zu 2 g thymonucleinsaurem Na sind, wie oben angegeben, 


0.1316 g Purinbasenstickstoff enthalten; in dem Zuwachs an Harnséiure 
(0.26 g) sind 0.0867 g Stickstoff; folglich sind 65,85°'e des Purinbasen- 


stickstoffs als Harnsiure wiedergefunden. 


17* 
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schwemmung 500 ccm mit 15 ccm H,SO, 4 Stunden am Riickflufikiihler 
gekocht. Wie oben analysiert. Keine Harnsiure nachweisbar. 

Der zweite Teil der Milz (400 g) wie gewohnlich verarbeitet. 

a) Sofort nach dem Filtrieren (8 Stunden nach dem Tod des Tieres) auf 
Harnsdure verarbeitet. Erhaltene Menge = 0,035 g. 

b) Sofort nach dem Filtrieren (wie a) 1 Stunde im Dampfofen auf 100° 
erhitzt. Dann 3 Tage unter Luftdurchleitung bei 40—45°. Er- 
haltene Harnsiuremenge = 0,025 g. 

c) Ohne Zusatz. 3 Tage unter Luftdurchleitung bei 40—45°. Erhaltene 
Harnsiiuremenge = 0,09 g. 

Versuch VII. Lungenextrakt. 
a) Nach dem Filtrieren sofort verarbeitet. Erhaltene Harnsiuremenge 


== 0,029 g, 

b) Ohne Zusatz wie gewoOhnlich angesetzt. Erhaltene Harnsiuremenge 
== 0,08 g, 

c) Mit 0,25 g¢ Hypoxanthin. Erhaltene Harnsiuremenge = 0,25 g. 


0,142 g Substanz verbrauchten nach Kjeldahl 34,0 cem ®/10-Nor- 
mal-Oxalsiiure. 
Gefunden fiir C;H,N,O,: 33,37°%o N. 
Demnach waren 55,05°/o des angewandten Hypoxanthins als Harn- 
siure wiedergefunden. 
Versuch VIIl. Leberextrakt. 


a) Ohne Zusatz. Krhaltene Harnsiure = 0,02 g. 
b) Mit 2,0 g nucleinsaurem Natrium. » : 0,173 >» 


0,1176 g Substanz verbrauchten nach Kjeldahl! 27,81 cem 10- 
Normal-Oxalsiure. 
Gefunden fiir C,H,N,O,: 33,20°/o. 
Demnach waren 38,7°/o der im zugegebenen nucleinsauren Natrium 
erhallenen Basen als Harnséiure wiedergefunden. 
¢) Mit 0,25 g¢ Guanin. Erhaltene Harnsiiure = 0,23 g. 

Demnach sind 75,54°/o des angewandten Guanins als Harnsaure 
wiedergefunden worden. 

Die mit Lunge und Leber angestellten Versuche _ sollen 
vorderhand nur erweisen, daf auch ihnen die Fahigkeit zu- 
kommt, Harnsiiure zu bilden. Eine endgiiltige Entscheidung 
iiber den quantitativen Umfang derselben kann erst nach Be- 
endigung darauf hinzielender Versuche, welche im Gange sind, 
mitgeteilt werden. 

Zum Schlusse danke ich Herrn Geh. Rat Ebstein fir das 
Interesse, das er meinen Untersuchungen entgegenbrachte. 




















Uber das Vorkommen von Pepton in Pflanzensamen. 


Von 
Dr. W. R. Mack aus Amsterdam. 


(Aus der chemischen Abteilung des phyviologischen Instituts der Universitat Leipzig.) 
(Der Redaktion zugegangen am 3, Juli 1904.) 


Das Vorkommen der mit dem Namen «Pepton» bezeich- 
neten Stoffe in Pflanzen und Pflanzenteilen ist des Ofteren Gegen- 
stand der Untersuchung gewesen. Wioiederholt hat man Pepton 
in Pflanzen gesucht und es’auch darin gefunden. 

So fand Kern!) Pepton in den von ihm zur Untersuch- 
ung gebrachten Luzernen- und Wickenpflanzchen, Kellner?) 
in den Keimlingen der verschiedensten Pflanzen, ebenso — und 
besonders auch in der Kartoffelknolle und Runkelriibe — Schulze 
und Barbieri,’) wenn auch stets nur in kleinen Mengen. Das- 
selbe Ergebnis lieferten nach Reincke*) junge Pflanzchen, 
nach Neumeister®) auch die ruhenden Samen der Lupine, 
Wicke, Erbse, des Roggens und des Hafers, sowie die keimen- 
den von Gerste, Mohn, Riibe, Mais und Weizen. Franckfurt®) 
endlich findet Pepton in Wicken-, Lupinen-, Erbsen-, Gersten- 
und Hanfkeimlingen. 


1 


Angabe bei Kellner, Versuchsstation, Bd. 24, S. 439. 

7) Kellner, Versuchsstation, Bd. 24, 5. 439. 

3) Schulze u. Barbieri, Journ. f. Landwirtsch., 1881, Bd. 29, S. 285. 

Vgl. Ang. v. Schulze: Diese Zeitschrift, Bd. XXIV, S. 36. 

Versuchsstation, 1882, Bd. 27, S. 285 u. 358. 
Journ. f. prakt. Chem., 1883, Bd. 27, 5S. 359, 
Journ. f. prakt. Chem., 1885, Bd. 32, S. 449. 
Vierteljahresschr. d. Naturf.-Ges., Ziirich, 1894, Bd. 39, S. 245. 
Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch., 1897, Bd. 30. 

*) Reincke, Unt. a. d. bot. Lab. Gottingen, 1881, Heft 2, S. 52. 

*’) Neumeister, Zeitschrift fiir Biologie, 1894. 

®) Franckfurt, Versuchsstation, 1896, Bd. 47. 
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Wiihrend die Angaben friiherer Autoren tiber das Vor- 
kommen von Pepton in Pflanzensamen und -Keimlingen hin- 
fiillig werden, da die benutzten Methoden sich als nicht exakt 
erwiesen haben, ist jetzt mit*Hilfe der von M. Siegfried an- 
gegebenen Methode die endgiiltige LOsung der Frage mdglich. 
Es ergibt sich zuniichst die Notwendigkeit, mit Hilfe der neuen 
Methode die Frage, ob Pepton in ruhenden Pflanzensamen vor- 
kommt, definitiv und sicher zu beantworten und fiir den Fall, 
dali Pepton im = ruhenden Samen_ sich fande, dieses zu 


charakterisieren. 
Isolierung des Peptons. 


Die von mir auf Veranlassung des Herrn Professor Dr. 
Siegfried angestellte Untersuchung zeigte, da sich in unge- 
keimten Samen der Lupine, der Gerste und des Hafers ein Stoff 
befand, der als Pepton anzusprechen war. Doch waren dessen 
Mengen so gering, dafi zu einer erfolgreichen Untersuchung die 
Verarbeitung groper Mengen der Samen erforderlich war. Es 
gelangten nacheinander 380 und 50 kg des ruhenden einjahrigen 
Samens von Lupinus luteus zur Verwendung und zuletzt noch 
10 ke zur Kontrolluntersuchung. 

Der Samen wurde zuerst in einer Gewiirzmiihle grob zer- 
mahlen, die zum gréften Teile abspringenden Hutlsen durch 
rationelles Schiitteln und Beuteln entfernt und dieses Verfahren 
einigemale mit dem so erhaltenen Produkt wiederholt, wodurch 
es gelang, die ganze Menge der Schalen zu entfernen und 
darauf das schalenfreie Produkt zu einem” staubfeinen Pulver 
zu zermahlen. Da jedoch dieses Verfahren bei so groben 
Mengen Samen sich nicht durchfiihren lie}, mubte spiiter das 
Mahlen, Beuteln ete. einem Mihlenwerk tibergeben werden, und 
so wurde auch ein fast schalenfreies, feingemahlenes Produkt 
gewonnen. 

Von diesem Samenpulver wurde je 1 kg mit 51 Wasser 
in einer geriiumigen, offenen Flasche im Brutschranke bei 40° C. 
24 Stunden lang unter Zusatz von Chloroform extrahiert. Im 
Laufe der Untersuchung zeigte sich, dab im Interesse einer 
ergiebigeren Ausbeute es von Vorteil ist, diese Extraktion bel 
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schwach ammoniakalischer Reuktion vorzunehmen, wodurch 
auch das Auftreten von enzymatischen Prozessen, durch welche 
sich mogliche: weise Peptone wiihrend der Extraktion hiitten 
bilden kOnnen, verhiitet wird. Schon die Untersuchungen von 
Butkewitsceh!) zeigten, dab die Wirkung des in den Samen 
enthaltenen eiweibzerspaltenden Enzymes vornehmlich bei saurer 
Reaktion vor sich geht, bei abnehmend saurer Reaktion geringer 
wird und bei alkalischer Reaktion auf ein Minimum sinkt. 
Daraufhin angestellte Versuche ergaben auch hier, dai bei alka- 
lischer Reaktion kein solcher enzymatischer Vorgang. stattfindet. 
Kinmal wurde zu einer Probe des frisch gewonnenen alkalischen 
Extraktes unter Chloroformzusatz eine Fibrinflocke getan und 
die Mischung im Brutschrank bei 40° C. sich selber tiberlassen. 
Es trat keine LOsung der Fibrinflocke ein. Weiter wurde nach 
der Kochprobe mit Essigsiiure zuerst der Eiweifgehalt in dem 
urspriinglichen frischen Extrakt und dann wiederum, nachdem 
dieses Extrakt (unter Chloroformzusatz) 24 Stunden im Brut- 
schrank bei 40° C. gestanden hatte, bestimmt. Der Eiweib- 
gehalt der Fliissigkeit war derselbe geblieben, eiweibzerspaltende 
enzymatische Prozesse hatten also nicht stattgefunden. Zugleich 
bewiesen diese Versuche, dali auch das angewandte Alkali an 
sich keine Wirkung auf das in der Fliissigkeit anwesende 
Kiweib ausiibt. Man sorgt also am besten gleich zu Anfang 
dafiir, daf die Extraktionsfliissigkeit schwach ammoniakalisch 
ist. Wiihrend der Extraktion wird wiederholt das ganze Gemisch 
energisch umgeschiittelt und umgerihrt. 

Das Extraktionsgemisech wurde hierauf dureh ein Leinen- 
seihtuch koliert und ausgeprebt. Das Extrakt stellte eine tribe, 
gelblichgriine, schwach ammoniakalische Fliissigkeit dar. Es 
wurde in einem Emailletopf unter Zusatz von Essigsaure (schwach 
sauer) zwecks Koagutierung des Eiweifbes aufgekocht und 
Kalt filtriert. 

Aus dem Filtrat wurden die Phosphate mit Ammoniak 
und Baryumchlorid, das iiberschiissige Baryum mit Ammonium- 
karbonat oder verdiinnter Schwefelsiure ausgefiillt. 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, 8. 1. 
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Aussalzung der Extrakte. 

Der Auszug wurde schwach ammoniakalisch gemacht und 
in grohben Porzellanschalen eingeengt. Darauf wurde mit Am- 
moniumsulfat in der Warme’ gesiittigs und zwar zuerst bei 
neutraler Reaktion, sodann, nachdem die Flissigkeit erkaltet 
war, abgenutscht, die resultierende dunkelbraune, aber klare 
Fliissigkeit wieder in der Wirme mit Ammoniumsulfat ge- 
sittigt, wihrend die Reaktion ammoniakalisch gehalten wurde. 
Nach Erkaltenlassen wurde wieder filtriert und das Filtrat 
wiederum in der Warme bei essigsaurer Reaktion mit Am- 
moniumsulfat gesiittigt. Es schieden sich bei den verschiedenen 
Sittigungen jedesmal braune Massen ab. Zu dem Filtrate wurde 
solange eine Mischung von 3 Teilen gesiattigter Ammonium- 
sulfatlbsung und 1 Teil konzentrierter Schwefelsiiure gegeben, 
als noch ein Niederschlag oder eine Triibung entstand. In 
diese saure Fliissigkeit wurde dann trockenes Ammoniakgas 
eingeleitet, bis die Reaktion neutral oder nur ganz schwach 
sauer war, und vom sich abscheidenden Ammoniumsulfat abfiltriert. 


Herstellung des Eisenniederschlags. 


In dieser dunkelbraunroten, durchsichtigen Flissigkeit 
wurde unter energischem Umriihren mittels eines Riihrwerkes 
eine ammoniumsulfatgesiittigte LOsung von Ferriammoniakalaun 
eingetragen, wodureh ein voluminéser, rotbrauner Niederschlag 
entstand. Bei dieser Fiillung ist die Menge hinzugesetzter 
Kisenlosung von grofter Bedeutung; setzt man zu wenig hinzu, 
so bekommt man schlechte Ausbeute an Eisenniederschlag, im 
andern Falle lést sich der Niederschlag wieder auf. Auch darf 
die Reaktion der Fliissigkeit nicht stark sauer werden, da er 
sonst ebenfalls sich wieder auflést. Man muB8 daher von Zeit 
zu Zeit die Reaktion mit etwas ammoniakbaltiger Ammonium- 
sulfatlosung abstumpfen. 

Dieser Eisenniederschlag wurde mit gesiittigter Ammonium- 
sulfatlisung in einem Moérser anhaltend verrieben, darauf von 
der Ammoniumsulfatlisung an der Nutsche abgesaugt und zwar 
wiederholt so lange, bis die ablaufende Ammoniumsulfatlosung 
farblos war. Dieses wiederholte Auswaschen des Niederschlags 
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ist unbedingt nétig, weil sonst der Niederschlag nie von den 
in groben Mengen anwesenden Salzen und sonstigen Stoffen 
zu befreien ist. 


Zersetzung des EKisenniederschlages. 


Der nach oben beschriebener Weise erhaltene EKisennieder- 
schlag wurde nun in stark verdiinnter Schwefelsiure gelist. 
Der Versuch, das Eisen mit Ammoniak zu entfernen, gelang 
nicht. Das Eisen lief sich hier durch Ammoniak allein nicht 
ausfiillen. Daher wurde nun in die Schwefelsiiurelésung, welche 
vorher entsprechend verdiinnt worden war, unter tiichtigem 
Umrihren mittels Ruhrwerkes feinpulverisiertes Barythydrat 
eingetragen, bis ein kleiner Uberschu8 von Baryt vorhanden 
war. Mit dem in groBer Menge sich abscheidenden Baryum- 
sulfat fallt der grofte Teil Eisen mit aus. Vom Baryumsulfat 
wurde dann abgenutscht, das Baryumsulfat wiederholt dekantiert 
und auf der Nutsche abgesaugt und ausgewaschen, das Filtrat 
und die Waschwasser mit Ammoniumkarbonatlésung vom iiber- 
schiissigen Baryt befreit, wobei auch das noch vorhandene 
Kisen ausfallt, und nach Filtrieren im Vacuumdestillationsapparat 
bei 35—40° C. eingedamplft. 


Darstellung des Rohpeptons. 


Als Destillationsriickstand blieb ein briiunlich gefirbter 
Sirup, der mit etwas Eisessig angesauert und dann nach ge- 
niigendem Verdiinnen mit Wasser in absoluten Alkohol unter 
Umrthren eingegossen wurde, woraul ein schwach gelbgefirbter, 
voluminoser, flockiger Niederschlag sich abschied. 

Von diesem wurde der Alkohol abgesaugt, worauf er mil 
Alkohol, dann mit Ather wiederholt ausgewaschen und zuletzt 
im Exsikkator tiber Schwefelsiiure getrocknet wurde. In dieser 
Weise gelang es, iiber 100 g des Rohpeptons zu gewinnen. 
Diese Substanz war nicht rein. Sie enthielt tiber 3°/o Asche 
und ihre Losung in Wasser war so dunkelbraun gefiarbt, daf 
eine Biuretreaktion nicht damit anzustellen war. Eine Elemen- 
taranalyse sowie eine Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl] 
gaben folgende Werte: 
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1. 0.1988 g Substanz gaben 0,3298 g CO, = 45,24°/o C 
und 0.11489 g H,O = 6,46°/o H. 

2. 0.2068 g Substanz gaben 0,3478 g CO, = 45,86°o C 
und 0,119 g H,O = 6.43°%/o0 H. 

3. 0.2148 g Substanz erf. 21,2 ecm '/1o N. S = 13,89%%o N. 


Gewinnung des reinen Peptons. 
Versuche zur Reinigung des Rohpeptons. 


Es wurde zuerst versucht, diese Substanz durch Umfallen 
aus absolutem Alkohol zu reinigen. So wurden z. B. 20 g 
der Substanz in 38 ecm Wasser gelOst und die dunkelbraune 
Losung nach Zusatz von Essigsiiture in 3 kg absoluten Alkohol 
eingetragen. Ohne Essigsiiurezusatz setzt sich der Niederschlag 
nicht ab. 

Bei dieser Fillung wurden aus den 20 ¢ angewandter 
Substanz 16 g ungefiillte Substanz gewonnen. Sie gab folgende 
Analysenwerte: 

1. O.2468 g Substanz gaben 0,4282 g CO, 
und 0,142 g HO = 6,43°/o H. 
2. 0.2452 g Substanz gaben 04251 g CO, = 47,280 C 
und O1384 g HO == 6,51°/0 H. 

Der Aschegehalt war 2,97°/o. Bringen wir diese bei der 
Berechnung in Ansehlag, dann ergibt sich fiir aschefreie Substanz: 
Bei 1. 48.76°%o CG und 6,63" 0 H 
2. 48,73 °/o 6.35 °/o 

Ks wurden ferner weitere 10 kg Samen in der oben be- 
schriebenen Weise verarbeitet und tiberall, hauptsiichlich bei 
der Bereitung und Verarbeitung (Auswaschen) der Eisennieder- 
sehliige, die gréBte Sorgfalt und Genauigkeit angewandt. Bei 
dieser Neudarstellung wurden aus den 10 kg Samen 40 g Sub- 
stanz gewonnen, welche jedoch auch noch 1,70°/9 Asche ent- 
hielt und folgende Analysenwerte gab: 


1. 0.2458 g Substanz gaben 0,4208 g CO, = 47,77°/o C 
und 0.1426 g¢ H,O = 6,64°/o H. 
2, 0.2022 ¢ Substanz gaben 0,352 g CO, = 47,51°%o C 


und 0,121 g H,O = 6,69°/o H. 
Das Resultat dieser Neudarstellung war also ein Roh- 
produkt mit aéhnlichen Analysenwerten wie der erste und mit 


ebenfalls noch starkem Aschengehalt. 
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{eindarstellung des Peptons. 


Bei der Reinigung kam es in erster Linie darauf an, den 
hohen Aschengehalt zu beseitigen. Die qualitative Analyse 
zeigte, dafi die Asche aus Eisen, Calcium, Magnesium, Kalium 
und Natrium bestand. Nachdem durch Uberfiihrung in das 
Barytsalz, Reinigen mit Methylalkohol zwar die Asche ver- 
mindert, aber nicht beseitigt werden konnte, fiihrte schlieblich 
folgender Weg zum Ziele. 

Die wiisserige LO6sung von 10 ¢ der Substanz wurde mit 
liberschiissiger Bleiacetatl6sung versetzt, von sich abscheiden- 
dem Niederschlag abfiltriert und das Filtrat mit Ammoniak 
und weiterem Bleiacetat abwechselnd solange versetzt, bis kein 
hellgelb gefiirbter Niederschlag mehr entstand. Dieser Blei- 
niederschlag wurde abgesaugt und anhaltend mit Wasser aus- 
gewaschen. Darauf wurde er in verdiinnter Essigsiiure geloést 
und die Losung mittels Schwefelwasserstoffes entbleit. Nach 
Filtrieren, Verjagen des Schwelelwasserstoffes durch einen Luft- 
strom und Filtrieren vom ausgeschiedenen Schwefel wurde die 
Fliissigkeit im Vacuum eingedampft und der so erhaltene Sirup 
nach genugendem Verdiinnen in absolutem Alkohol gefiallt, wo- 
durch sich ein helles, nur wenig gelbgefiirbtes Priiparat mit 
folgenden Analysenwerten ergab: 

1. O1064 ¢ Substanz gaben 0.1823 ¢ CO, 16,72°/o CG 
und 0,0648 ¢ H,O = 681% H. 
2. 01253 g Substanz gaben 15,7 ccm N, Temp. 17°. 
Bar. 762 = 14,89°o N. 

Der Aschengehalt war 0,25°/o. Hleraus berechnet sich 

auf aschenfreie Substanz: 
i6,86°/o C, 6,83°/o H und 14,97 %o N. 

Der Aschegehalt war also bedeutend gesunken. Gegen- 
liber diesem entschiedenen Vorteil stand der grofe Nachteil, 
daB die Ausbeute an reinerer Substanz durch diese Verarbeitung 
sehr schlecht war. Es wurden nimlich aus den 10 g ange- 
wandter Substanz nur 2'/2 ¢ der letzten Substanz gewonnen. 
Zwar gelang es ebenfalls noch, Substanz aus dem Filtrat vom 


Bleiniederschlag durch erneute Fiillung und Erzeugen von Blei- 
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salz und Zersetzen desselben zu bekommen, aber diese war 
wiederum stark aschehaltig (3,13°/o). 

Bessere Ausbeute gab folgendes Verfahren: 

Die Lisung der Rohsubstanz in Wasser wurde mit iiber- 
schiissiger Bleiacetatlbsung versetzt, der entstandene Nieder- 
schlag abfiltriert und das Filtrat im Vacuumapparat bei 40° C. 
zur ‘Trockne eingedampft. Der Riickstand wurde darauf mit 
wenig verdiinntem Alkohol zum grofen Teile gelost. Durch 
Zusatz groberer Mengen Alkohols entstand eine milchige Triibung, 
die dann durch vorsichtiges, tropfenweises Zusetzen von Wasser 
zum Verschwinden gebracht wurde. Diese wiisserig-alkoholische 
Losung von Bleisalz und tiberschiissigem Bleiacetat wurde nach 
Filtrieren unter energischem Umrihren mitlels des Riihrwerkes 
in absolutem Alkohol gefallt, wobei sich das Bleisalz der Sub- 
stanz als schwach gelblich gefirbt, flockiges Pulver abschied. 
Dieses Bleisalz wurde abgesaugt, mit Alkohol, zuletzt mit Ather 
anhalltend ausgewaschen und im Exsikkator vom Alkohol und 
Ather befreit, darauf in Wasser und Essigsiiure gelést und mit 
Schwefelwasserstoff zersetzt. Das Filtrat vom Schwefelblei 
wurde durch einen Luftstrom vom Schwefelwasserstoff befreit, 
filtriert und im Vacuum eingedampft, das Schwefelblei ftir sich 
anhaltend dekantiert und mit schwefelwasserstoffhaltigem Wasser 
ausgewaschen und die Waschwasser ebenfalls nach Vertreiben 
des Schwefelwasserstoffes und Filtrieren vom ausgeschiedenen 
Schwelel eingedampft. Der resultierende Sirup wurde nach 
geniigendem Verdiinnen in absolutem Alkohol gefallt. Die Sub- 
stanz fillt dann als schénes, gelblichweibes Pulver aus. Dieses 
wurde abgesaugt, sehr anhaltend mit absolutem Alkohol, dann 
mit Ather ausgewaschen und im Vacuumexsikkator vom Alko- 
hol und Ather befreit.') 

Diese Substanz war aschefrei. Sie gab folgende Ana- 


lysenwerte: 





') Die zur Analyse verwendeten Substanzen wurden stets bis zur 
Gewichtskonstanz bei 75° C. getrocknet, was immer 8—14 Tage in An- 
spruch nahm, da die letzten Spuren Alkohol sehr schwer zu beseitigen 


waren. 
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1. 0,1934 g Substanz gaben 0,336 g CO, = 47,48°%)o C 
und O,119 g H,O = 6,88°/o H. 
2. 0,2417 g Substanz gaben 0,422 g CO, = 47,62°/o C 
und 0,153 g H,O = 7,08%o H. 
3. 0,3120 g Substanz gaben 38,8 ccm N, Temp, 14° C., 
Bar. 738 = 14,3°%o N. 
Obige Substanz wurde in Alkohol umgefiillt und die um- 
gefillte Substanz wieder analysiert: 





1. 0,2717 g Substanz gaben 0,473 g CO, = 47,48°%o C 
und 0,167 g H,O = 6,87°/o H. 
2. 02970 g Substanz gaben 05178 g CO, = 47,55°/o C 


und 0,1836 g H,O = 6,91°/o H. 
3. 0.1980 g Substanz gaben 23,8 ccm N, Temp. 14,5° C., 
Bar. 736 == 13,84°/o N. 
Beim nochmaligen Umfiallen aus Alkohol lieferte die Sub- 
stanz folgende Analysenwerte: 
l. 0,2510 g Substanz gaben 0,436 g CO, 47,37 °%jo C 
und 0,154 g H,O == 6,86°%o H. 
2. 0.2061 g Substanz erf. 20,4 cem ‘10 N.-Séiure = 13,85°/o N. 
Durch Anwendung dieser Methode gelang es also, asche- 
freie Substanz darzustellen. Zu gleicher Zeit berechtigten die 
gewonnenen Resultate der Substanzanalysen zu der Annahme, 
daB hier ein einheitlicher Stoff vorlag. Folgende eingehendere 
Untersuchung bestiitigte dies. 
Es wurde niimlich aufs neue nach oben mitgeteilter Methode 
Bleisalz und hieraus Substanz dargestellt und diese analysiert. 
Sie gab folgende Werte: 


1. 0,255 g Substanz gaben 0,440 g CO, == 47,59°%o0 C 
und 0,1598 g H,O 7,01 °/o H. 
2. 0,2072 g Subst. erf. 20,7 cem '/1o N. H,SO, == 13,98°%/o N. 


Diese Substanz wurde in Alkohol umgefillt. Die ange- 
lA 


wandte Substanzmenge beirug 4,32 g, gewonnen wurden hieraus 
3,34 g¢ umgefiillte Substanz, soda 0,98 g der Substanz in den 


y) 5 
Mutterlaugen verblieb, also 22°/o der angewandten Menge. Das 
umgefiillte Produkt gab folgende Werte: 


1. 0,1642 g Substanz gaben 0,28 g CO, = 47,33°/o C 


und 0,103 g H,O = 7,01°/o H. 


2. 0.2054 


s Subst. erf. 20,3 cem '/1o N.-H,SO« = 13,83° 0 N. 


{ 
on) 
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Diese Substanz wurde nun noch zweimal direkt hinter 
einander aus Alkohol umgefillt und ergab: 


1. 01795 g Substanz gaben 0.312 g CO, = 47,40°/o C 
und 0,110 g H,O = 6,85°%/o H. 


2. 0.1966 g Substanz erf. 19,8 ccm '/1o N.-H,SO, = 14,09°/o N 
3. 0.2170 » » > 21.5 » Vito » » = 13,86 °/o > 
t. 0220 » » » Y1IS » "10 » » = 13,87 °/o > 


Die Zusammensetzung der Substanz war trotz des wieder- 
holten Umféilens dieselbe geblieben, obwohl beim jedesmaligen 
Umfiillen etwa 22°/o der Substanz in den Mutterlaugen verblieb. 


1. Resultate der Analysen der reinen Substanz. 





Gefundene Prozente 
Priparate 








GC | H | N 
Praparat 1 | 46,72, 6,81 | 14,89 
Priiparat Hl | 47,48 | 6,88 | 14,30 


47,62 | 7,08 | 
-einmal umgefallt | 47.48) 6,87 | 13,84 


| 47 DD | 6.91 — 


, ‘aweimal umgefalll} 47,37) 6,86 | 13,85 
Priiparat I] | 47,59! 7,01 | 13.98 
» einmal umgefillt] 47,33) 7.01 | 13,83 
dreimal umgefiillt 47,40 | 6.85 14,09 

| | | 13,86 


| 13,87 





Das Baryumsalz. 

Die Salze wurden dargestellt aus den Produkten jeder 
der nacheinander ausgefiihrten Umfillungen. Die Herstellung 
geschah folgendermaben: Zu der wésserigen LOsung der Substanz 
wurde iberschissige Barythydratlosung in der Kalte hinzu- 
gesetzt, darauf sofort Kohlensaure solange eingeleitet, bis die 
Fliissigkeit schwachsauer reagierte, darnach rasch aufgekocht, 
sofort. vom Baryumkarbonat abfiltriert und das Filtrat’ im 
Vacuum eingedampft, der resultierende Sirup nach geniigendem 
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Verdiinnen mit Wasser in Alkohol gefallt. Das Baryumsalz 
wurde abgesaugt und mit Alkohol, darauf mit Ather ausgewaschen 
und im Exsikkator vom Alkohol und Ather befreit. Zur Baryum- 
bestimmung wurden die Salze im Platintiegel im ‘Trocken- 
schrank bei 75° C. bis zur Gewichtskonstanz getrocknet, dann 
verascht und die Riickstiinde mit Schwefelsiiture abgeraucht. 
In dieser Weise wurde dargestellt und analysiert: 

1. aus nach der Bleisalzmethode dargestellter Substanz 
ein Baryumsalz mit folgendem Werte: 

0,1672 g Substanz gaben 0,0408 ¢ BaSO, 14.37°/0 Ba; 

2. aus einmal umgefaliter Substanz ein Baryumsalz mit 
folgendem Baryumwert: 

0.1650 g Substanz gaben 04060 ¢ BaSO, = 14.48%) Ba; 

3. aus zweimal.umgefailter Substanz ein Baryumsalz mit 
folgendem Baryumwert: 

0.2110 g Substanz gaben 0.5070 ¢ BaSO, = 14,47°o Ba. 

Auf Grund der Analysen des Stoffes selber einerseits und 
des Baryumsalzes andererseits wurde fiir die vorliegende Siiure 
als einfachste Molekularformel aufgestellt 

Cah ie 

Folgende Tabelle veranschaulicht, da’ die gefundenen 
Prozentzahlen den aus der Formel C,,H,,N.O,, berechneten 
entsprechen. 




















Pe ae 
Gefundene Prozente “ Proz. 
Castiag Ng, 
Se a Oa 
C | 46,72 |47,48 147 62 47,48 47 DD 47 37 147.59 |47.33 147.40 t7 48 
| | | 
H}| 681) 6.88 | 7,08 | 6,87 | 6,91 6,86 | 7,01, 7,01 | 6,85 6.99 
} | | | 
| | 7 
N (14,89) 14.30 13,84 (13,85 13.98 |13.83 ~ 13.86 (13,87 13.88 
| | | | 
| | | | 


und fiir die Baryumsalze: 





Ber. Proz. Ba. fiir 


Gefundene Prozente Baryum ; die 
Csgl, Ban,O,, 





1437 | 1448 | 14,47 14,55 
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Kigenschaften des Peptons. 


Das Pepton stellt ein gelblichweiBes Pulver dar, welches sich 
leicht in Wasser und in gesattigter Ammoniumsulfatlésung, 
schwer in Alkohol und fast gar nicht in Ather lést. Seine 
Losung gibt folgende Reaktionen: 


1. Biuret-Reaktion rein burgunderrote Firbung, nicht 
violett; mit Uberschu8 von Kupfer 
versetzt und nachherigem Filtrieren 
zeigt sich keine Biuretreaktion. 


2. Millonsche Reak- 
tion ein starker Niederschlag und schwache 
Millonsche Reaktion. 
3. Molisch-Reaktion | positiv. 
4. Ferrocyankal. und | 
Kssigsiiure | keine Fiillung. 
5. Bleiessig starke Fiallung. 
6. Pikrinsaure eine Triibung, welche beim Erwirmen 
~ verschwindet, beim Abkiihlen wieder 
auftritt. 
7. Gerbsaure ein starker Niederschlag, l6slich in 
Kssigsiure. 
8. Metaphosphorsaure | keine Triibung. 
9. Sublimat in konzentrierten Losungen — eine 


Fillung, die in Essigsiure loslich ist. 
10. Phosphorwolfram- 
in konzentrierten LOsungen wohl, aber 
in stark verdiinnten Loésungen da- 
gegen keine Fiallung. 


sure 


Wegen der intensiven Fiarbung der Losung vor An- 
wendung der Bleisalzmethode gelang der Nachweis der Biuret- 
reaktion zuerst nicht, denn die Firbung der Lésung verdeckte 
die auftretende Firbung. Versuche, diese Fliissigkeit durch 
Schiitteln mit Tierkohle zu entfarben, miBlangen, da zwar die 
Fliissigkeit entfarbt wurde, zu gleicher Zeit aber die ganze 
in ihr enthaltene Substanz von der Tierkohle absorbiert wurde. 
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Dagegen gab die unter Anwendung der Bleisalzmethode ge- 
wonnene reine Substanz Losungen, mit welchen die Anstellung 
dieser Farbenreaktion keine Schwierigkeiten machte. 

Die Lésung des Stoffes in Wasser ist, hauptsichlich bei 
etwas konzentrierterer LOsung, schwach briunlich gefiirbt. Auch 
die reinsten Praparate geben mehr oder weniger gefiarbte 
Losungen. Aus diesem Grunde konnte eine Bestimmung des 
optischen Drehungsvermégens der Loésung nicht ausgefiihrt 
werden. Die wiasserigen LOsungen zeigen eine stark saure 
Reaktion. Der Siiurecharakter des Stoffes wurde, wie oben 
angegeben, durch die Herstellung eines ausgesprochenen Salzes 
bewiesen. Der Stoff ist schwefelfret. Zur Priifung auf Schwefel 
wurde eine Probe von zwei verschiedenen Priiparaten mit 
Atznatron und Salpeter verschmolzen, die Lisung der Schmelze 
mit Salzsiiure zur Trockne eingedampft, der Riickstand in 
Wasser gelést und mit Baryumchlorid versetzt, worauf keine 
Ausscheidung von Baryumsulfat erfolgte, sondern allmahlich 
nur eine schwache Triibung der Fliissigkeit auftrat. 


Die Spaltungsprodukte. 


Es wurden 20 g der Substanz mit 60 g¢ Schwefelsiiure 
und 120 ¢@ Wasser 12 Stunden am Riickflubkiihler gekocht. 
Wiihrend des Kochens blieb die dunkelbraungefirbte Fliissig- 
keit vollig klar. Zuerst wurde dieses Produkt mittels Wasser- 
dampfes destilliert, wodurch spurenweise ein auberst unangenehm 
riechendes Ol, welches sich in der Vorlage in fester Form 
abscheidet, iibergetrieben ward. Es wurde jedoch zu wenig 
davon erhalten, um es weiter untersuchen zu kénnen. Nach 
beendeter Wasserdampfdestillation wurde die Fliissigkeit mit 
500 cem Wasser verdiinnt und das Filtrat mit frisch bereiteter 
Phosphorwolframsiure gefallt. 

Die entstandene reichliche Faéllung wurde abgesaugt und 
mit 5°/oiger Schwefelséure ausgewaschen. 

Aus dem Phosphorwolframsaureniederschlage 
wurden Arginin als saures Silbersalz und Lysin als Platinsalz 
isoliert. 


18 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLII. 








272 W. R. Mack, 


Argininsilbernitrat. Fp. gef. 182°. 


Analysen: 


1. 0.1985 g Substanz gaben 34,5 ecm tr. N, 15,5°, 760.4 mm. n 
2. 0.2394 g Substanz gaben 0,0649 g Ag. | 
Gefunden: Berechnet fiir C,H,,N,O, - NO,HNO,Ag: 
N = 20,60°/0 20,68 °/o 
Ag 27,10°/o 26,59 °/o 


Lysinplatinchlorid. 


1. OA850 g ber H,SO, getr. Substanz erf. 6,3 cem N/10-S. 


Gefunden : Berechnet fir C,H,,N,O, - 2 HCIPtC], : 
N 4.76% 0 4,67 °/o 





2. 0.2327 g Substanz gaben nach Trocknen bei 110° 0.0809 g Pt. 
3. Nach Umkristallisieren aus Alkohol gab das Platinsalz: a 
O,1768 g bei 110° getr. g. O,0616 g Pt. 
Gefunden : Berechnet fiir C,H,,N,O, - 2 HCIPtCl, : 
I] Il] 
Pt 34,76%o 34,84%o 35,07 Vo 

Aus dem Filtrate vom Phosphorwolframsiure- 
niederschlag wurde nach Entfernung der Phosphorwolfram- 
siiure und Schwefelsiiure mit Silbernitrat und ammoniakalischer 
Silberl6sung das Silbersalz der Glutaminsaure abgeschieden, 
dasselbe lieferte nach der Zersetzung mit Salzsiiure die cha- 





rakteristischen, in Salzsiiure schwerldslichen Kristalle des 
Glutaminsaurechlorhydrates. 
01560 g Substanz lieferte mit Silberacetat 0.1225 g AgCl 
und erforderten 8,43 cem "10 H,SO, 
Gefunden : Berechnet fiir C,H,NO, - HCI: 
Cl 19,41 %Jo 19,31 Jo 
N 7,560 7,64/o 
Das Chiorhydrat besaB [a] 7) = -+- 10,1°. Da fiir Glutamin- | 
siurechlorhydrat |a by = + 81,91°. bestand die aus dem Pepton ‘ 
isolierte Glutaminsiiure vorwiegend aus der racemischen Form. 


Eine mit 2 g Pepton ausgefiihrte quantitative Bestimmung 
der Spaltungsprodukte lieferte als vorliéufige Werte 5,6°/o Amid-N 
und etwas iiber 40°/o Basen-N. 

Die Untersuchung hat ergeben, daf in den ruhenden 
Samen von Lupinus luteus ein Pepton vorkommt, das ebenso 
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wie die durch die Verdauungsenzyme entstehenden eine aus- 
gesprochene Saure ist. Auch dieses Pepton liefert bei 
der Zersetzung mit Salzsiiure Lysin, Arginin und 
Glutaminsaure. 

Es sei hervorgehoben, dafi das Pepton vollstiindig durch 
Tierkohle aus seinen LOsungen entfernbar ist. Es ist also 
nicht statthaft,!) eine mit Tierkohle behandelte Losung auf ihre 
Fiihigkeit, die Biuretreaktion zu geben, zu_ prifen. 


') Lawrow, Diese Zeitschrift, Bd. XXVI, 8. 519. 
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Uber die Hydrolyse des Caseins durch Salzsaure. ') 


Von 


Zd. H. Skraup. 


(Aus dem chemischen Institut der Universitat Graz.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12. Juli 1904.) 


Durch hydrolytische Zerlegung des Caseins sind schon in 
friiherer Zeit zahlreiche Spaltungsprodukte gewonnen worden, 
welche in neuester Zeit durch Emil Fischer noch vermehrt 
worden sind. Es war aber von vornherein wenig wahrscheinlich, 
dafBh eine vollstiindige Kenntnis der Spaltungsprodukte erreicht 
ist, denn bei allen Methoden, die bisher angewendet worden 
sind, erhiilt man mehr oder weniger undefinierte Nebenprodukte 
die an Menge den in kristallisierte Form gebrachten Teil in 
der Kegel iibertreffen. 

Die groben Schwierigkeiten, die allgemein auftreten, wenn 
die durch Spaltung der Eiweifstoffe entstehenden Stoffe definiert 
werden sollen, beruhen sehlieBlich und endlich immer darauf, 
dai die Spaltungsprodukte chemisch und physikalisch viel 
grofere Ahnlichkeit besitzen, als es sonst beim Abbau kom- 
plizierter Stoffe der Fall ist. Sie beeinflussen sich deshalb 
gegenseitig nicht bloB im freien Zustand, sondern auch in Form 
verschiedener Derivate in den Losungsverhaltnissen in ganz 
ungewOhnlicher Weise und nur dadureh, da durch verschieden- 
artige Methoden eine sukzessive Anderung der Mengenverhiilt- 
nisse in den amorphen Mischungen eintritt, wird endlich eine 
leidliche Trennung in kristallisierter Form moglich. 

Fiir eine weitere Aufldsung der bisher unentwirrbaren 
Gewirre stand deshalb von vornherein sicher, dab eine einzige 
Methode nicht geniigen werde und daf nur eine weitgehende 

') Vorgelegt in der Sitzung am 28. April 1904 der kaiserl. Aka- 
demie der Wissenschaften in Wien. 
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Fraktionierung, die alle anwendbaren Wege beniitzt, weiter 
zum Ziel fiihren kann. Und ebenso selbstverstindlich war, daf 
die bisher schon mit Erfolg angewendeten Trennungsverfahren 
als Basis weiterer Zerlegungsmethoden dienen miussen. 

Ks ist nun tatsachlich moglich gewesen, durch passende 
Kombinationen verhiiltnismabig leicht Spaltungsprodukte auf- 
zufinden, welche bisher aus dem Casein nicht erhalten worden 
sind, die auch bei der Hydrolyse von anderen Eiweifstoffen 
noch nicht nachgewiesen wurden und auch als chemische In- 
dividuen bisher noch nicht beschrieben wurden. Sie sind durch- 
wegs gesittigte Verbindungen der Fettsiurereihe, und zwar: 


I. Diamidodikarbonsauren. 


1. Diamidoglutarsdure C,H,.O,Ng. 

2. Diamidoadipinsaure C,H,,O,N,. Die Diamidoglutar- 
siure dirfte in reinem Zustand isoliert worden sein. Bei der 
Diamidoadipinsaure war das nicht moglich, da sie an Menge 
weit mehr zuriicktritt: doch ist ihre Anwesenheit mit groBer 
Wahrscheinlichkeit sichergestellt. 


II. Aminooxypolykarbonsauren. 

Auch diese sind ihrer Zusammensetzung nach gesittigte 
Fettsiiureverbindungen. thre Alkoholnatur konnte bisher wegen 
Mangels an Material nicht direkt bewiesen werden, ist aber 
sehr wahrscheinlich, da, falls der den Carboxylen nicht zu- 
gehorige Sauerstoff nicht in Hydroxylform ware, der Wasser- 
stoffgehalt viel niedriger legen mifte, als tatsichlich der 
Fall ist. 

Von diesen Verbindungen ist eine sehr einfach zusammen- 
gesetzt, es ist die 

3. Aminooxybernsteinsaure C,H,O,N. Leider war 
ihre Menge so gering, dab es nicht einmal moglich war, fest- 
zustellen, ob sie als aktive Verbindung auftritt. 

4. CgH,,N,O,. Diese Verbindung hat die Zusammensetzung 
einer Dioxydiaminokorksaure und_ soll vorlaufig unter 
diesem Namen gehen, obzwar ihre beziehung zur normalen 
Korksiiure in keiner Weise nachgewiesen ist. 


Zd. H. Skraup, 


5. CyH,,.N,O,, eine dreibasische Siure, welche vermutlich 
eine Oxydiaminoverbindung ist und als dreibasische Siure keine 
normale Struktur haben kann. Da ihre Konstitution vorliufig ganz 
unbekannt ist, soll sie mit dems Trivialnamen «Caseansiure» 
bezeichnet werden. 

6. und 7. C,,H,,N,O;, die in zwei Modifikationen auftritt, 
ist zweibasisch und der Zusammensetzung nach auch als drei- 
atomig anzunehmen: sie soll Caseinsiure heiben. Dieser Name 
ist zwar schon von Proust?) fiir die im Kise enthaltene Siiure 
gebraucht worden. Da diese aber ein Gemenge ist, steht seiner 
Neuanwendung nichts im Wege. Die Siure bildet zwei Modi- 
fikationen, von denen die eine, in kleineren Mengen isolierbare, 
niedriger schmilzt (bei 228°) und, wenn auch schwach, so doch 
wahrnehmbar rechtsdrehend ist; die andre, in grOBberen Mengen 
vorkommende schmilzt hoher, bei etwa 245° und ist inaktiv. 
Die aktive ist auch etwas deutlicher kristallisiert wie die inak- 
tive, die Kupfersalze beider Séuren sind zum Verwechseln 
ahntich. Da nach den bisherigen Erfahrungen wahrscheinlich 
ist, dab die inaktive durch Racemisierung der aktiven entstanden 
ist, sollen die beiden Abarten als reechts (d) und als racemische 
(r) Siiture unterschieden sein. 

Von den genannten neuen Spaltungsprodukten wurde die 
Aminooxybernsteinsiiure, die Dioxyaminokorksaure und die Di- 
aminoadipinsiure nur in sehr kleinen Mengen rein dargestellt. 
Diese gingen iiber die fiir die Analysen notigen zum Teil kaum 
hinaus. Es braucht natiirlich nicht hervorgehoben zu werden, 
dal die drei Séiuren wohl in gréBeren als den gefafbten Quanti- 
taiten auftreten, die aber in amorph bleibende Mischungen tiber- 
gegangen sind. Die Diaminoglutarsiiure, die Caseansiiure und 
die Caseinsiiure treten dagegen in gar nicht unbetriichtlichen 
Mengen auf. Von der ersteren, vielmehr von dem Gemisch dieser 
mit kleinen Mengen von Diaminoadipinsiiure, wird nahezu 1°/o 
vom Gewichte des Caseins erhalten, ungefihr ebensoviel von 
der Caseansiiure und vom Gemisch der aktiven und nicht ak- 
tiven Form der Caseinsiiure noch viel mehr. 

Zieht man weiter in Betracht, dah diese Beobachtungen 


') Fehlings Handworterbuch. 
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mit einem sehr reinen Casein (nach Hammarsten, bezogen 
von Merck) gemacht worden sind, dann ist zum mindesten fiir 
die drei in groberen Mengen auftretenden Siiuren sicher, dab 
sie dem Casein und nicht einer dieses begleitenden Verunrei- 
nigung entstammen. 

Es ist deshalb von Wichtigkeit, festzustellen, ob diese 
Verbindungen auch aus anderen Eiweibstoffen entstehen, und 
sind Versuche mit Gelatine nahe dem Abschlub, Versuche mit 
Hiithnereiweif und mit Hornsubstanz im Gange. 

Die bei dem Casein gemachten Beobachtungen haben nicht 
blofi das Interesse, dali die Spaltungsprodukte noch viel zahl- 
reicher sind, als bisher anzunehmen war und die neuen Stoffe 
bisher tberhaupt unbekannt gewesen sind, sondern auch noch 
das. dali die neu aufgefundenen durchwegs mehrbasische und, 
von der Oxyaminobernsteinsiiure abgesehen, durchwegs Diamino- 
verbindungen sind. Von ihnen ist wiederum die Mehrzahl gleich- 
zeilig Oxysiiuren. Auberdem ist es von Belang, daf unter ihnen 
gerade die in groferer Menge aufgefundenen, die Casean- und 
die Caseinsiiure, sehr reich an Kohlenstoff sind, das Casein 
also in dieser Hinsicht eine gewisse Ahnlichkeit mit den Fetten 
hat, in welchen die komplizierteren Fettsauren ja tberwiegen. 

Dabei sei erinnert, da Oxvaminosiauren aus Kiweibstoffen 
bisher nur selten erhalten wurden: meines Wissens sind nur 
die zwei Aminomilchsiuren, das Serin und I[soserin sowie die 
Oxypyrrolidinkarbonsaure und die Tetraoxyaminocapronsaure 
(aus der Chondroitinschwefelsiiure) beobachtet worden. 


Experimenteller Teil. 


Das Verfahren, durch welches die Isolierung der in der 
Kinleitung schon genannten Verbindungen moglich war, ver- 
wendet zunichst die von Fischer in Anwendung gebrachte 
Estermethode. Die Abscheidung der Ester geschieht aber in 
ganz anderer Weise. Fischer zersetzt bekanntlich die esteri- 
fizierte Reaktionsmasse mit Alkalien und athert die abgeschie- 
denen freien Ester aus. Hierdurch werden in die nicht ither- 
loslichen Teile massenhaft Alkalisalze gebracht, welche die 
ohnedies schon sehr miflichen Kristallisationsverhiltnisse noch 
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mehr beeintrichtigen. 
zu vermeide 


n, 
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Diese Schwierigkeit ist aber unschwer 
wenn man zur Abscheidung der Ester einen 


anderen Weg einschligt. Wie ich naémlich gefunden habe, sind 
die Salzséiureverbindungen der "ster von Amidosiiuren, wie die 
des Leucins, in Atheralkohol selbst bei starkem Vorwalten des 
Athers lislich, man kann deshalb aus der Reaktionsmasse die 


ister unschwer abscheiden, wenn jene wiederholt mit wenig 


Alkohol vermischt und mit dem gleichen Volumen von Ather 


tuchtig geschittelt wird. 


Die 


abgehobenen 


Ather-Alkoholgemische 


abdestilliert. 


geben einen Riickstand, der infolge Entfernung des nicht ver- 
esterten Teils jetzt auch bequemer als nach der Vorschrift 


Von 


Fischer 


auf die 


freien 


Ester verarbeitet werden kann. 


Das Estergemisch erwies sich fraktionell destilliert ganz éhn- 


lich zusammengesetzt, wie es Fischer beschrieben hat. 
moglichst befreite 


Die 


Von 


den 


Estern 


durch 


Ather 


Losung wurde nun mit Phosphorwolframsiure fraktionell aus- 
gefallt und die Filtrate der Fallungen nach dem Konzentrieren 
so lange mit 50°/oiger Phosphorwolframsiure vermischt, so lange 


auch bei sehr grober Konzentration noch etwas ausfiel. 


Die 
nur sehr 
Weise 


sprechendes 


+ am) 


Von 


rel 


letzten 


Phosphorwolframsaure 


Mutterlaugen, 


in 


welchen 


befreit 


und 


keine oder doch 
‘inge Fillung entstanden, wurden nun in tiblicher 


durch ent- 


Konzentrieren Tyrosin und Leucin abgetrennt. 


Hierauf wurde der in Losung befindliche Baryt mit Schwefel- 
siiure gefiillt, das Filtrat zum Sirup gedampft und die als 


Salzsiureverbindung 


schieden., 
vollstandig 
wieder 


ausgefillt, 
betriichtliche 


Mengen 


auskristallisierte 
Die dicke Mutterlauge wurde mit absolutem Alkohol 
abschied, 
von 


wobei ein Sirup. sich 


Glutaminsiiure 


abge- 


der 


Glutaminsiiurechlorhydrat 
enthalt, und endlich die nach dem Abdestillieren des Alkohols 
verbleibende Fliissigkeit, die als Sirup bis 15°/o des in Arbeit 


genommenen Caseins betriigt, kochend mit Kupferkarbonat und, 


als dieses nicht mehr in Lésung ging, mit gefilitem Kupfer- 


oxyd gesiittigt. 


Kupferoxyd 


und 


Das im Filter zuriickbleibende Gemisch von 
Kupferkarbonat enthalt nur sehr geringe 


Spuren von organischer Substanz. 
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In dem tief dunkelblauen Filtrat ist nun neben Kupfer- 
chlorid ein Gemisch verschiedener Kupfersalze enthalten, die 
im reinen Zustand in Wasser mehr weniger schwer lodslich, 
sich gegenseitig in LoOsung halten und vermutlich auch durch 
das Kupferchlorid, in Form von Doppelsalzen, wasserléslich 
gemacht sind. 

Sie sind durch fraktionelles Fallen mit Alkohol trennbar. 
Ohne in Details einzugehen, welche mit wechselnden Konzen- 
trationen geiindert werden miissen, sei blob das Prinzip aus- 
einandergesetzt. Sowohl die Casean- wie die Caseinsiiure 
geben als Kupfersalze mit Chlorkupfer Doppelverbindungen, die 
beide in Wasser sehr leicht léslich sind, sich aber durch die L6s- 
lichkeit in Alkohol verschiedener Konzentration unterscheiden. 

Das Doppelsalz der Caseansiiure lost sich in Alkohol von 
50°/o sehr schwer, das der Caseinsiiure bleibt noch in Alkohol 
von 75°%/o in’ Losung, wird aber von 96°/oigem  Alkohol 
nur mehr sehr schwierig gelést: in Ather ist es praktisch 
unloslich. 

Versetzt man daher die urspriingliche blaue L6sung mit 
dem gleichen Volumen Alkohol, so fallt die Caseansaure als 
Kupfersalz gréftenteils aus, wahrend die Caseinsaure — in 
Losung bleibt. 

Mit dem Kupfersalz der Caseansaure fallen aber auch 
die Kupfersalze bekannter Amidosiiuren, wie das der Aspara- 
ginsiure aus. Sie hinterbleiben groOftenteils ungelést, wenn 
die Fiillung mit Wasser iibergossen wird, wahrend das Doppel- 
salz der Caseansiiure in Loésung geht. Wird diese wieder 
durch Alkohol niedergeschlagen und die Fiillung wieder in 
Wasser aufgenommen, so bleibt wieder ein Teil ungelost u. s. f. 
Die Féllung mit Alkohol wurde so lange fortgesetzt, bis der 
Niederschlag in Wasser bis auf eine geringe Triibung loslich 
ist: nach zweimaligem Fillen ist dies in der Regel der Fall. 
Die Filtrate der Fiillungen wurden immer wieder eingedampft 
und nach entsprechender Konzentration mit Alkohol wieder 
ausgefillt. Die Fiallungen des caseansauren Kupfers sind blau- 
griine Flocken, die luftbestandig sind, oder auch harte dunkel- 


blaugriine Massen. 
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Das Filtrat der allerersten Fiallung, welche die gesamte 
Caseansdéure enthielt, wurde zum dicken Sirup gedampft, dieser 
heii mit absolutem Alkohol angeriihrt und dann mit itiber- 
schissigem Alkohol ausgefiillf. Er fallt die Caseinsiiure als 
pulveriges Kupfersalz von schon laubgriiner Farbe, welches, 
noch mit Alkohol durechtrankt, an der Luft harzig zerflieBt, 
nicht aber, wenn es im Exsikkator den anhaftenden Alkohol 
verloren hat. 

Das alkoholische Filtrat gibt mit Ather eine griine Fiillung, 
von der ein Teil sich in Alkohol nicht wieder l6st und vor- 
wiegend caseinsaures Kupfer ist; die in Alkohol schlieSlich in 
Losung bleibende sowie die dtherl6sliche Substanz sind der 
Menge nach untergeordnet. 

Die Féallungen von caseinsaurem Kupfer werden durch 
Wiederholung der beschriebenen Operationen nochmals gereinigt, 
wobei die Zwischenfraktionen beim Wiederauflésen in Wasser 
mitunter auch wieder wasserunlosliche Kupfersalze abscheiden. 


Fillung durch Phosphorwolframsiure. 


Die durch Ausschiitteln mit Atheralkohol von der Salz- 
siiureverbindung der Ester der Amidosiiuren befreite LOosung 
ist dunkelbraun gefiirbt. Durch Zusatz von Sublimat laBt sich 
die fiirbende Verunreinigung ausfallen. Es ist dieses aber, wie 
sich spiiter zeigte, ganz unnétig, da die Farbung auch durch 
Phosphorwolframsiiure niedergeschlagen wird, 

Man fiillt heiB aus und fiigt eine 50—60°/oige Losung 
so lange zu. bis in einer filtrierten Probe der bei neuerlichem 
Zusatz entstehende Niedersehlag sich beim Kochen lést. Diese 
erste Fiillung ist pulverig. Es wird filtriert, mit heifjem Wasser 
nachgewaschen, fast vollig eingedampft und heif eine héchst 
konzentrierte Loésung von Phosphorwolframsiiure zugefiigt, bis 
auf einen neuen Zusatz so gut wie keine Neufillung eintritt. 
Kin ganz genaues Ausfiillen ist nicht zu erreichen, da es von 
Konzentrationsverhiiltnissen abhingt, ob auf weiteren Zusatz 
ein weiterer Niederschlag oder das Aufl6sen der schon ent- 
standenen Fiallung erfolet. 

Die zweite Fillung ist manchmal anfiinglich 6lig, erstarrt 
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aber beim Stehen tiber Nacht. Sie wird moglichst verrieben, 
scharf abgesaugt und mit Phosphorwolframsiiurelésung nach- 
gewaschen. 

Wihrend die ersten Fallungen mit Phosphorwolframsiure 
in Wasser auch in der Kochhitze fiuberst schwer loslich sind 
und unter dem Mikroskop keine charakteristischen Formen 
zeigen, ist das zweit ausgefallte Phosphorwolframat in heifem 
Wasser zum weitaus gréften Teil léslich und erkennt man 
unter dem Mikroskop Kristallwarzen oder Gruppen, die aus 
feinen Faden bestehen. Die Kristallform ahnelt sehr jener, 
welche Siegfried von dem Phosphorwolframat des Kyrins 
angibt, welche Mitteilung mir erst im Laufe der Untersuchung 
bekannt wurde. 

Bei systematischem Umkristallisieren des Phosphorwolf- 
ramates veranderte sich die charakteristische Kristallform nicht ; 
die aus den Mutterlaugen erhaltenen Anschiisse kristallisierten 
aber durchwegs ganz anders und zwar in Form von gut aus- 
gebildeten Blittern. Hierbei zeigte sich iiberdies, daB eine in 
Wasser viel schwerer lodsliche, feinpulverige Verbindung bei- 
semengt ist, die in alle Fraktionen tibergeht und beim Wieder- 
aufldsen der einzelnen Kristallisationen in nicht zu wenig 
Wasser ungelost bleibt. Dieses Pulver reichert sich in den 
schwerstloslichen Fraktionen an und ist in den durch Wieder- 
eindampfen der Mutterlaugen gewonnenen  Kristallisationen 
schhieBlich nicht oder nur in Spuren wahrzunehmen, Eine 
vollige Abscheidung dieser erwies sich als aussichtslos und 
so wurden die sieben durch systematische Fraktionierung er- 
haltenen Kristallisationen sowie die schlieflich entstandene, 
letzte, dicke, nicht mehr kristallisierende Mutterlauge einzeln 
in Ammoniak gelost, in tiblicher Weise mit Baryt zersetzt und 
dann mit Kohlendioxyd ausgefallt. 

Die schlieblich bis zum Sirup eingedampften Losungen 
reagierten alle stark alkalisch, beim Ansiiuern war aber Kohlen- 
siureentwicklung kaum wahrzunehmen. Bei einigem Stehen 
zeigten sie ganz verschiedenes Verhalten. 


Die aus der nicht kristallisierenden Mutterlauge des Phos- 
phorwolframates erhaltene Losung, die nicht viel weniger Sub- 
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stanz enthielt als alle anderen Fraktionen zusammengenommen, 
schied zunichst tyrosinéhnliche Kristalle ab, sodann leucinaéhn- 
liche, spiater eine halbamorphe Kristallisation, welche groBbe 
Ahnlichkeit mit der racemischen Caseinsiiure besa’, die spiiter 
beschrieben wird. 

Die aus den sieben Kristallisationen des Phosphorwolf- 
ramates erhaltenen Losungen geben beim Stehen, zum Teil 
nach wenig Stunden, zum Teil erst nach Tagen feinnadelige 
Kristallisationen, die schon dem Aussehen nach sich von Tyrosin 
und Leucin deutlich untersechieden und der Menge nach sehr 
ungleich waren. 

Am reichlichsten entstanden die Anschiisse aus jenen 
Phosphorwolframaten, welche die mittelsten Fraktionen waren. 
und eine dieser kristallisierte sogar ganz vollstiindig. Eigen- 
liimlicherweise gab eine oder die andre Fraktion sehr wenig 
dieser Kristalle, wihrend beide Nebenfraktionen sehr reichlich 
kristallisierten. 

Durch Anrithren und Waschen mit Weingeist von 50°/o 
lie sich die Mutterlauge entfernen und durch Lésen in heiem 
Wasser, Eindampfen bis zur beginnenden Kristallabscheidung 
und Zufiigen des gleichen Volumens heiben Alkohols die Substanz 
auch leicht umkristallisieren. 

Die aus verschiedenen Fraktionen des Phosphorwolf- 
ramates erhaltenen Kristalle zeigten iibereinstimmend den 
Schmelzpunkt 246°. 


mt 


0.1472 g, bei 110° getrocknet, gaben 0,2146 g CO, und 0,0941 g H,0. 
01545 >» » 110° : >» 22 ccm N bei 17° und 733,5 mm. 
Die gefundenen Zahlen legen zwischen jenen, die sich 
fiir Diaminoglutarsiiure und fiir Diaminoadipinsiéure berechnen. 
In 100 Teilen: 


Berechnet fiir 


C,H,,O,N, C,H,.0,N, Gefunden 
+ 57.0 48 39,76 
H 6,1 6.8 7,15 
N 17,2 15,9 16,16 


Ganz analog ist die Zusammensetzung des Kupfersalzes. 
Dieses ist in Wasser ziemlich leicht loslich und kristallisiert 
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erst nach starkem Einengen in feucht dunkelblauen, beim 
Trocknen lichtviolett werdenden Nadeln, die unter dem Mikro- 
skop sich als Aggregate groBer Platten erweisen. Die wiisserige 
Losung scheidet auf Zusatz von Alkohol violette flimmernde 
Kristallchen ab. Das Salz enthilt kein Kristallwasser. 

0,2255 g, bei 110° getrocknet, gaben 0.2368 g CO,, 0,0921 g H,O 


= 


und 0,0753 g CuO. 
In 100 Teilen: 


Berechnet fiir 


CH,,0,N,Cu C,H,.O,N,Cu Gefunden 
C 27,4 30,3 28,64 
H 3,9 4,1 4,56 
Cu 28,4 26,7 26,68 


Bei systematischem Umkristallisieren des Siuregemisches 
riickte der Schmelzpunkt der schwerer lOslichen Anteile hinauf, 
der der leichter ldslichen hinunter. Der Schmelzpunkt der 
ersteren wurde schlieBlich bei 278°, der der zweiten bei 238° 
gefunden. 

Nebenbei bemerkt war der Schmelzpunkt der Siure, die 
aus der schwerst léslichen Fraktion des Phosphorwolframates 
erhalten worden war, sofort bei 275°. 

Die niedriger schmelzende Fraktion gab die fiir die Dia- 
minoglutarsiure sich berechnenden Zahlen. 

0.1715 g, bei 100° getrocknet, gaben 0,2286 g CO, und 0,1051 g H,0. 


In 100 Teilen: 


Berechnet fiir C,H,,O,N, Gefunden 
C 37,0 36,31 
H 6.1 6,69 


In konzentrierter Salzsiiure gel6st, schied sich beim Ein- 
dunsten die Salzsiiureverbindung in_ strahlig angeordneten 
Biischeln von Kristallnade!n ab. Das Golddoppelsalz kristallisiert 
in langen, verzweigten und gebogenen Nadeln. Das Chloro- 
platinat kristallisiert schwieriger in &hnlichen Gebiden. 

Die héher schmelzende Fraktion nahert sich in der Zu- 
sammensetzung der Diaminoadipinsaure. 


0.1319 g, bei 110° getrocknet, gaben 0,1931 g CO, und 0,0824 g H,O. 
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In 100 Teilen: 


Berechnet Gefunden 
C ).87 39,93 
H 6.86 . 6.98 


Alkoholunloslicher Teil. 

Wie schon friher beschrieben wurde, kristallisieren aus 
der durch Phosphorwolframséure ausgefillten Flissigkeit nach 
Entfernung des Uberschusses von Phosphorwolframsiiure zu- 
niichst Tyrosin und Leucin aus. Die Mutterlauge gibt, wenn 
das Baryum durch Schwefelsiiure genau ausgefillt wird, sodann 
nach starkem Konzentrieren die Salzsiiureverbindung der Gluta- 
minsiiure und die Mutterlauge dieser Konzentration endlich beim 
Vermischen mit absolutem Alkohol eine halb_ kristallinische, 
halb amorphe Fiillung. 

Wird letztere mit konzentrierter Salzsiure iibergossen, 
so geht ein Teil in Losung, wéhrend neue Mengen von salz- 
saurer Glutaminsiure ungeldst bleiben. 

Die von letzterer abgesaugte Fliissigkeit dunstet  sirup6ds 
ein und hatte auch nach vielwOchentlichem Stehen nur héchst 
geringe Spuren von Kristallanschiissen gezeigt. 

Durch Losen in Wasser und genaues Ausfallen mit Silber- 
oxyd wurde sie entchlort. Das Filtrat vom Chlorsilber, zum 
miibig dicken Sirup gedampft und mit Alkohol vermischt, schied 
eine gelatindse Masse ab, die gleichfalls keine Neigung zur 
Kristallisation besab. 

Sie wurde in Wasser heif gelést, kochend mit iiber- 
schiissigem (etwa dem gleichen Volumen) Alkohol gefallt und 
der Niederschlag zu wiederholten Malen demselben Verfahren 
unterworfen. Als sodann die wieder in Wasser geléste Masse 
in der Hitze vorsichtig mit Alkohol ausgefallt wurde, schied 
sich eine Kristallisation ab, die in der Kiilte sich noch ver- 
mehrte. 

Die Aufarbeitung der verschiedenen Mutterlaugen nach 
derselben Methode gab nur mehr sehr geringe Mengen der 
kristallisierten Substanz. 

Durch wiederholtes Umkristallisieren aus Wasser unter 
Zusatz von Tierkohle erhielt man hiibsche weifve Platten, die 










































a 


** s . ° ’ an . > 
Uber die Hydrolyse des Caseins durch Salzsiure. 285 


aie aR a 
De em 


in der Regel so verwachsen sind, daf sie den Eindruck von 
Nadeln machen. In heibem Wasser sind sie recht leicht, in 
kaltem schwierig, in Alkohol fast nicht lOslich: sie schmelzen 
unter vorhergehender Zersetzung unscharf bei 305 bis 320°. 

Da nur geringe Mengen zur Verfiigung standen, wurde 
gunichst das Kupfersalz dargestellt. Die mit gefiilltem Kupfer- 
oxyd in der Hitze gesiattigte Losung scheidet, miibig einge- 
dampft, beim Erkalten lange, schén blaue Fiiden ab, die ein 
Aggregat mikroskopischer nadeliger Prismen sind. In der Mutter- 
lauge bleibt nur sehr geringe Menge der Substanz. 


Das Kupfersalz enthilt Kristallwasser, das bei 110° ent- 


’ 
weicht. 

0.1602 g Trockensubstanz gaben 0,1331 g CO,, 0,0408 g H,O und 
0,0602 g Cud. 


In 100 Teilen: 


Berechnet fiir CyH,O,N,Cu Gefunden 
C 23,10 22.66 
H 2,87 2,84 
tu 30,46 30,02 


0.2113 ¢g verloren bei 110° O,0d11 ¢g. 
In 100 Teilen: 
Berechnet fiir 
4 Molekiile H,O 3'/2 Molekiile H,O Gefunden 
HO 25,5 23,1 24,17 


= 





Da die Zahlen der Analyse des Kupfersalzes unentschieden 
lassen, ob eine Diamidobernsteinsaure oder eine Oxyamido- 
bernsteinséure vorliegt, war die Stickstoffbestimmung in der 
lreien Saure wichtiger als die Elementaranalyse. Die Substanz- 
menge reichte nur zu einer der zwei Analysen hin. 

0,0865 g, bei 110° getrocknet, gaben 8,0 ccm N bei t 18” und 
8 == 726 mm. 

In 100 Teilen: 

Berechnet fir 
C,H,O,N C,H,O,N, Gefunden 
N 9,39 18.9 10,36 


Ks liegt demnach bestimmt die Oxyamidobernsteinsaure 
vor, die bisher tiberhaupt noch nicht beschrieben worden. ist. 
Versuche, diese synthetisch darzustellen, sind im Cange. 
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Wasserunlésliches Kupfersalz. 

Wie schon friiher mitgeteilt wurde, gibt das alkoholische 
Filtrat der Fillung, welche die Oxyaminobernsteinsaure enthalt, 
nach Entfernung des Alkohéls und Siittigen mit Kupferkarbonat 
eine dunkelblaue Lé6sung, aus der durch fraktionelles Fallen 
mit Alkohol die Kupfersalze der Caseansiiure und der Casein- 
siiure erhalten werden, die als Doppelverbindungen mit Kupfer- 
chlorid wasserlislich sind. Dabei werden aber auch in Wasser 
unlosliche Kupfersalze erhalten, deren Farbung von graugriin 
bis blau wechseln kann. 

Mit Schwefelwasserstoff zersetzt geben sie eine Losung, 
deren Riickstand nahezu vollstandig kristallisiert. Nach wieder- 
holtem Umbkristallisieren aus heifem Wasser mit Tierkohle 
wurden schone, ganz ungefiirbte, nadelige Aggregate erhalten, 
die unter dem Mikroskop sich in Bliéttchen aufldsten. Die Saure 
ist in kaltem Wasser sehr schwer, in heifem recht leicht, in 
Alkohol nicht léslich. Sie liefert ein in kaltem Wasser sehr 
schwer ldsliches Kupfersalz von dunkel himmelblauer Farbe, 
das aus meist verbogenen, kurzen Prismen besteht, die zu 
Biindeln, aber auch strahlig verwachsen sind. 

Die vorliegende Verbindung diirfte im wesentlichen As- 
paraginsiiure sein. 

0.1506 


0,0724 g¢ H,O. 
0.1355 g bei 105° getrockneter Siure gaben 12,3 ccm bei 17° und 


hei 105° getrockneter Siiure gaben 0,2025 g CO, und 


al 


739.5 mm. 
In 100 Teilen: 


Berechnet Gefunden 
C 361 36,64 
H 5,2 5,33 
N 10.5 10,33 


0.3505 g Cu-Salz verloren, bei 130° getrocknet, 0,0875 g und gaben 
verbrannt 0,2263 g¢ CO,, 0,0710 g H,O und 0,1108 g CuO. 
In 100 Teilen: 


Berechnet fiir C,H,NO,Cu +3 '/2 H,O Gefunden 
C 24,71 23,46 
H 2,09 3,01 
Cu 32.74 33,06 


H,O 25,28 24,90 
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Nach Ritthausen!) enthilt asparaginsaures Kupfer 41/2 
Molekiile Wasser. Vielleicht ist der von mir beobachtete ge- 
ringere Gehalt an Kristallwasser darauf zuriickzufiihren, dab 
dem Salze geringe Mengen von Verunreinigungen anhaften, 
auf welche auch die Differenz zwischen den gefundenen und 
den berechneten Zahlen deutet. 


Blaugriines Kupfersalz. Caseansiiure. 


Das aus Alkohol zuerst ausgefillte blaugriine Kupfersalz 
wurde mit Sehwefelwasserstolf zerlegt, durch Silberoxyd von 
Salzsiiure befreit und zum Sirup gedamptt. 

Das Ausfiillen von Salzsaure durch Silberoxyd erkennt 
man dem Endpunkte nach sehr leicht daran, dab, wenn das 
Oxvd im Ubersehuf zugefiiet ist, beim Schiitteln eine Emulsion 
entsteht, die sich nicht oder langsam und dann als feines Pulver 
absetzt, wiihrend, so lange noch Salzsiiture in L6Osung ist, die 
kisigen Flocken gro6b sind und sich rasch absetzen. Beim Zu- 
fiigen von verdiinnter Salzsiiture unter kriiftigem Schiitteln 
zeigen sich die kiisigen Flocken des Chlorsilbers dann wieder, 
wenn vollstiindige Fiillung des Silbers eingetreten und eine zu 
vernachlassigende Spur Salzsiure in LOsung gegangen ist. Man 
erspart sich derart nicht nur das Ausfallen von gelostem Silber 
mit Sehwefelwasserstoff, wobei das Schwefelsilber leicht kol- 
loidal in LOsung geht, sondern man ist auch bei Amidoséuren, 
deren Silbersalze oft in Wasser unldslich sind, vor Verlusten 
sicher. 

Der Sirup, der durch Eindampfen der Filtrate von Chlorsilber 
erhalten wurde, ist, wenn zu starkes Kindampfen vermieden 
wurde, in der Regel nach wenig Stunden kristallinisch erstarrt. 
Wer dicke Kristallbrei wird mit verdiinntem Alkohol angeriihrt, 
auf einem Siebtrichter mit sehr grobem Sieb auf Leinwand 
abgesaugt und mit immer stiérkerem Alkohol von der Mutter- 
lauge befreit. 

Hier wie in allen ahnlichen Fiillen ist 50°/oiger Alkohol 
ls Verdiinnungsmittel und Mischfliissigkeit anwendbar. Sollten 
(rotzdem gelatindse Fallungen entstehen, sind diese durch 


') Journal fiir prakt. Chemie, Bd. 107, S. 222. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, XLII. 
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Zusatz von wenig Tropfen Wasser leicht wieder in Losung 
zu bringen. 

Die Mutterlaugen scheiden eingedampft nach langerem 
Stehen noch eine zweite geripgere Kristallisation ab. Die dann 
resultierenden amorphen Mutterlaugen wurden durch Kochen 
mit gefilllem Kupferoxyd in die Kupfersalze verwandelt und 
deren mibig konzentrierte Losung mit Alkohol fraktionell ge- 
fillt. Die amorphen blaugriinen Fiallungen schieden entweder 
direkt beim Losen in Wasser oder doch nachdem sie einige- 
mal wieder in Wasser gelést und wieder mit Alkohol ausge- 
fallt worden waren, in Wasser unldsliche, griine Kupfersalze 
ab, die, mit Schwefelwasserstoff versetzt, nach dem Eindampfen 
einen Sirup gaben, der kristallisierte. Die Menge der Kristalle 
ist aber so gering, daf} sie das umstindliche Reinigungsver- 
fahren eigentlich nicht lohnen. 

Das Umkristallisieren der ersten Rohkristallisation erfolgt 
am zweckimiibigsten derart, dah man in Wasser lost, kochend 
mit Tierkohle entfarbt, hierauf bis zur Abscheidung von 
Kristallkrusten dampft und dann etwa das gleiche Volumen 
heiben Weingeist zufiigt. 

Man erhiilt nach dem Erkalten) mikroskopische Kristalle, 
die meist die Form unregelmiibiger, an den Ecken abge- 
stumptter Tetraeder oder stark abgestumpfter Keile haben. 

Die wiederholt) derart umkristallisierte Siéiure abt sich 
schlieblich aus Wasser allein umkristallisieren, in welchem sie 
in der Hitze erheblich leichter léslich ist als in der Kilte. 
Bei Zimmertemperatur braucht die Siiure ungefiihr 25 Teile 
Wasser zur Losung: sie ist schwierig in 50°,oigem Weingeist, 
so gut wie nicht in absolutem Alkohol l6stieh. 

Im  Wapillarrohr erhitzt, tritt unter  vorhergehendem 
schwachen Sintern bet 190 bis 191° unter gleichzeitiger Gas- 
entwicklung Sehmelzen zu einer farblosen Fliissigkeit ein: 
beim Trocknen kein merklicher Gewichtsverlust. 

Die Lésung in Natronlauge wird von verdiinnter Kupfer- 
vitriollsung nicht stirker blau gefiirbt als die Natronlauge allein. 

Die Substanzen ft und 2 beziehlich 3 und 4 entstammen 
verschiedenen Darstellungen. 4 ist) durch Umkristallisieren 
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von 3 erhalten worden, wobei der Schmelzpunkt sich nicht 
anderte. 


1. 0.2047 ¢ bei 60° im Vacuum getrocknet CO, = 0,3039 g, H,O = 0,1122 g. 

2, 01794 g bei 60° im Vacuum getrocknet N = 16,5 ccm, t == 23°, 
B 737 mm. 

3. 01827 ¢ bei 107° getrocknet CO, = 0.2669 g, H,O 0.0917 g. 

4, 01324 » » 107° > > O1951 > +» = 0,0646 


In 100 Teilen: 


| 2 3 4 
¢ 4) 48 — 39 84 M)19 
H 6,06 — 548 5,49 
N — 10.26 


Die mit gefalltem Kupferoxyd gekochte Lésung der Siiure 
gibt ein dunkelblaues Filtrat, das bis auf einen kleinen Rest 
eingedampft werden kann, ohne zu_ kristallisieren. Die all- 
miithlich anschiebenden blaugriinen Kristallwarzen sind aber, 
einmal gebildet, in Wasser dann so gut wie unloslich. 

0.2654 g, lufttrocken, verlieren bei 108° H,O == 0.0286 g und geben 
verbrannt 0,2553 g CO,, 0.0695 g H,O und 0,0787 ¢ Cu. 

In 100 Teilen: 

Gefunden in der Trockensubstanz 
C 29,17 
H 3,28 
Cu 26.59 
H,O 10,77 

Aus den Analysen berechnet sich fiir die Séure, die 
Caseansiiture benannt wird, die Zusammensetzung C,H,,N,O, 
und fiir ihr Kupfersalz C,H,,N,O,Cu,+3H,O. Die wasserstoff- 
armere Formel C,H,,N,O, stimmt im Wasserstofigehalt sogar 
noch besser, weicht aber im Kohlenstoffgehalt mehr als zu- 
lassig ab. 





C,H,,N,0, C,H,,N,0, C,H,,N,0,Cu, C,H, ,.N,O-Cu, 
CG 40,87 41.19 ¢ 29.95 30.12 
H 6.16 5.38 H 3.63 3.09 
N 10,53 10.54 Cu 96.46 26.65 


Die Saure ist daher sehr wahrscheinlich eine gesittigte, 
dreibasische, vieratomige Diamidoséure, eine Nonan-ol-diamino- 


trisdure. 
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Als dreibasische Siiture kann sie natiirlich keine normale 
Verbindung sein, sie schlieBbt sich in dieser Beziehung an das 
Leucin an. 

Die Caseansiiure liefert’ eine sehr charakteristische Salz- 
siiureverbindung, die in konzentrierter Salzséure sehr schwer 
loslich ist und beim Verdunsten der L6sung in Wasser in 
wasserklaren, quadratfOrmigen Tafeln oder rechteckigen Platten 
anschiefit. Bei einem Versuch mit etwa zwei Zentigramm schossen 
Vierecke von mehreren Millimetern Kantenliinge aus. 

Der Chloroplatinat bildet ziemlich grobe bischel unregel- 
miibiger Prismen und ist in Wasser sehr leicht l6sheh. Das 
Aurat bildet leicht l6sliche, strahlig angeordnete Prismen. 


Siiure aus gelbgriinem Kupfersalz: Caseinsiure. 


Das gelbgriine Kupfersalz unterscheidet sich von dem blau- 
erimen durch die viel grébere Loslichkeit in Alkohol. Es lost 
sich in betrichtlicher Menge sogar in’ ungefithr 75°/oigem 
Weingeist auf, wihrend das blaugrtine auch in 50°/oigem_ so 
sut wie nicht loslich ist. 

Das gelbgriine Kupfersalz wurde so wie das blaugriine 
mit Schwefelwasserstoll zerlegt, mit Silberoxyd von Chlor = be- 
freit und sodann zu miibig dickem Sirup gedampft, der nach 
kurzer Zeit kristallisierte. Beim Absaugen und Waschen der 
Kristallationen sind dieselben Kunsteriffe anzuwenden wie. be! 
den Kristallisationen mit dem blaugriinen Salz. 

Hier erhiilt man aber durch Kindamplen der Mutterlaugen 
eine viel grobere Zahl von Kristallationen, die sich im Ansehen 
und im Schmelzpunkt unterscheiden. Zum Schlub kristallisierte 
die dieke Mutterlauge nicht mehr. Durch wiederholtes Lésen 
In Wasser und Fiillen) in’ Alkohol wurde = sie systematisch 
fraktioniert. 

Die dabei erhaltenen, in Alkohol schwerloslichen Anteile, 
in Wasser gelost, sehieden allmithlich Kristalle ab, die, durch 
wiederholtes Umkristallisieren aus Wasser gereinigt, in Kristall- 
form, Loslichkeit und Schmelzpunkt sich identisch mit der 
Siiture aus dem = blaugriinen Kupfersalz der Caseansiiure vom 


Schmelzpunkt 190° erwiesen. 
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Die in Alkohol leichter léslichen Anteile geben neue 
Kristallisationen, die mit den friiher erhaltenen identisch sind. 

Als endlich die siruposen Mutterlaugen der alkoholschwer- 
und alkoholleichtl6slichen Fraktionen, jede fiir sich, kochend, 
mit Kupferoxyd gesiittigt, zum dicken Sirup gedampft, und 
dieser vorsichtig mit wenig Alkohol angertihrt wurde, schieden 
sich Cu-Salze ab, die in Wasser sehr schwer loslich waren und, 
mit Schwefelwasserstoff zersetzt, gut kristallisierende Siiuren 
gaben, die mit den vorher schon direkt umkristallisierten 
identisch waren. 

Aber auch von den Kupfersalzen blieb die Hauptlauge 
amorph. Allerdings schieden sich aus den dicken dunkelblauen 
Losungen mitunter und manchmal sogar recht) reichlich Kri- 
stallisationen ab, es fand sich aber kein praktikabler Weg, sie 
von der ziihen Mutterlauge zu trennen. 

Die Ausbeute an kristallisierenden Substanzen bei Auf- 
arbeitung der urspriinglichen Mutterlaugen durch die Kupfer- 
salze ist so gering, daB sie die miihevolle Arbeit nicht lohnt. 

Die urspriinglichen Kristallisationen aus der von Salz- 
siiure befreiten LOsung wurden durch wiederholtes Umkristal- 
lisieren in Fraktionen gewonnen, die sich in Ansehen und 
Schmelzpunkt unterscheiden. 

Beim Umkristallisieren macht sich der Umstand bemerk- 
bar, daB, insbesondere so lange die Siuren noch verunreinigt 
sind, der Unterschied der Loslichkeit in Wasser, in der Hitze 
und bei gewohnlicher Temperatur sehr gering ist. Deshalb 
wurde auch hier derart verfahren, dafi die wiisserige Losung 
bis zum Auftreten einer Kristallhaut eingedampft und sodann 
mit dem gleichen Volumen Alkohol vermischt wurde. Beim 
Absaugen wurde die Mutterlauge durch Decken mit 50°/oigem 
Weingeist entfernt, stirkerer Weingeist kann leicht amorphe 
Fallungen hervorrufen, welche sich an den Kristallen nieder- 
schlagen. 

Das Umkristallisieren wird auch dadurch erschwert, dab 
die Lésungen anfiinglich durch eine Suspension getriibt sind, 
die hartnickig durch die Filter geht. Man schliigt sie am ein- 


fachsten durch Digerieren mit Tierkohle nieder. 
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Die ersten zwei Hauptkristallisationen schmolzen bei 228° 
und veriinderten beim Umkristallisieren den Schmelzpunkt nicht. 
Sie zeigten sich schon dem unbewaffneten Auge deutlich kristal- 
lisiertund losten sich unter derh Mikroskop in sehr kleine Prismen 
auf, die meist zu klobenartigen Aggregaten verwachsen sind. 

Die Saure ist optisch aktiv, ihr Drehungsvermogen aller- 
dings sehr gering. 


0.7874 ¢ wurden mit 16,5683 ¢ H,O in Losung gebracht, 


( 
d- —- = 1.0091, t = 20, bei 10 em Linge der Schicht war 
t 
a — -—- 0.06. 
Daraus berechnet sich (@)p = -+ 0,15°. Da aber Amido- 


siiuren in wiisseriger Losung duberst wenig drehen, kann wohl 

angenommen werden, da®B die rechtsdrehende Form der Casein- 

siiure vorliegt. Dieses um so mehr, als, wie spiiter gezeigt 

wird, eine isomere Siiure sich als oplisch inaktiv zeigte. Es 

sel noch bemerkt, dali die Beobachtungen mit einem Apparat 

von Lippich ausgefihrt wurden, der Minuten genau anzeigt. 
Die analysierte Substanz ist so gut wie aschelret. 


1. 0.2047 ¢ gaben 0.38857 g¢ CO, und 0.1537 ¢g H,O. 
2. O,1829 ,, m 16.1 cem Stickstoff bei t = 24.59 und B = 735 mm. 
o. O.2999 ,, .» O2284 ¢ CO, und 0,0849 ¢ H,O. 
4. 0.2716 ,, 7 0,5151 ,, CO, ,, 0,2111 g H,O. 
In 100 Teilen: 
sSerechnet fiir Gefunden 
‘ y ‘ f 9 * 4 
C,.H,,N.0, MicekleetlsO), l 2 3 { 
+ 52,12 52.51 51.39 _ 51,95 51,72 
H 8.7) 8.08 $39 — 791 8,63 
N 10,17 10.26 10.00 . wes 


Die verdiinnte wiisserige Losung der Siiure, kochend mit 
gefalltem Kupferoxyd gesiittigt, gibt ei dunkelblaues Filtrat, 
aus welechem sich beim Eindampfen Kristalle abscheiden, die 
feucht lavendelblau sind, beim Liegen an der Luft aber bald 
sehr lichtviolett werden. Unter dem Mikroskop erkennt man 
unregelmiibige Blitter, die zu Rosetten vereinigt sind. 

Das lufttrockene Salz verliert bei 110° nicht mehr an 


Gewicht. 
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0.1575 g gaben 0.2511 g CO,, 0.0798 ¢ H,O und 0.0352 
0.2408 .. a 0.3757 ,, . 0.1342 .,... ~  O0535 


ge Cu, 


» 


“? 


In 100 Teilen: 


Berechnet fiir C,,H,,N,O;,Cu Gefunden 
C 42 61 43 49 42 Dd 
H 6.51 D.66 6.25 
Cu [8.86 : 17.86 17,70 * 


Wird die Caseinsiiure mit konzentrierter Salzsiture tiber- 
vossen, veriindert sie die Form, lOst sich aber nicht auf, sondern 
erst nach Zusatz von Wasser. Beim Verdunsten bleibt die 
Salzsiiureverbindung in vereinzelten Kristallgruppen — zuriick, 
die ein unregelmiibiges Haufwerk von unregelmiibigen, mit- 
einander verwachsenen ‘Tafeln sind. 

Wird die Salzsiureverbindung in konzentriertem Platin- 
chlorid gel6st, so hinterbleibt beim Eindunsten eine gelbe strahlige 
Kristallmasse. Das Aurat bildet blumenkohlartige Aggregate. 


Dritte Fraktion. 


Die Kristalle dieser sind viel besser ausgebildet wie die 
der Caseinsiiture: unter dem Mikroskop erkennt man schmale 
viereckige Blatter, mitunter zu zweien oder dreien zusammen- 
gewachsen. Sie sind von all den Anschiissen aus dem gelb- 
griinen Kupfersalz am besten ausgebildet. In Loslichkeitsver- 
hiltnissen zeigen sie keine merklichen Unterschiede.  Erhitzt 
firben sie sich von 215° an immer mehr braun, sintern stark 
bei 245° und schmelzen bel 248—-249" unter lebhafter Gas- 
entwicklung. 

In der Zusammensetzung weichen sie von den schwerer 
lOslichen als auch den leichter loslichen Kristallisationen stark ab. 

0,1626 g, bei 108° getrecknet, gaben 16,6 cem Stickstoff be: 17° 
und 736.5 mm. 

0.1789 g, bei 108° getrocknet, gaben 0.2715 g CO, und 0.1192 g H,O. 

O20G8 «a & ‘ ,,  0,2336 ,, 7 . O0928 ,, 


) Die Kupferbestimmungen sind sicher zu niedrig, da ber der Ver- 


brennung auch bei sehr vorsichtigem Erhitzen etwas Kupferoxyd aus dem 


Schiffehen verloren ging. 
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In 100 Teilen: 


Gefunden 
C — 41,39 41,51 
H - | 7,45 6,76 
N 1163 — — 


Diese Zahlen kommen am nichsten jenen, die sich fiir 

eine Verbindung C,H,,N,O, berechnen. 
C 40,67 
i 67 
N 11,90 

Wird die wiisserige LOsung bis zur Siittigung mit gefiilltem 
Kupferoxyd gekocht und die blaue LoOsung eingedampft, so 
beginnt erst nach Konzentration auf ein sehr kleines Volumen 
Kristallisation, die nach Zufiigung des gleichen Volumens Al- 
kohol sich sehr erheblich vermehrt. Nach dem Erkalten ist 
ein Brei von Kristallen entstanden, die dunkel blauviolett 
gefiirbt sind und unter dem Mikroskop Rosetten zeigen, die 
wus langen, unregelmibigen, rechteckigen Platten zusammen- 
gesetzt sind. 

Das Salz ist in Alkohol von 50°/o sehr wenig, in kaltem 
Wasser recht leicht loslich. Es enthilt Kristallwasser, das zum 
Teil tiber Schwefelsiiure, vollstindig aber erst nach langem 
Trocknen auf 115° entweicht. 

Das wasserfreie Salz ist etwas mehr rotlich und gleich- 
zeitig liechter gefiirbt wie das lufttrockene. 

0.2368 ¢ gaben 0.2813 ¢ CO, und 0,1048 g H,O, sowie 0,0630 g Cu. 


In 100 ‘Teilen: 


Berechnet fiir C,H,,0,N,Cu Gefunden 
C 32,26 32,40 
H 4,78 4,95 
Cu 21,37 21,26 


Die Siure lost sich in konzentrierter Salzsiiure leicht aut. 
Die Losung dunstet zu einem Sirup ei, der erst nach sehr 
langem Stehen farrenkrautiihnliche Kristallgebilde anzusetzen 
beginnt. Die Gold- und Platindoppelsalze kristallisieren noch 
viel schlechter. 

Die Siiture ist nach Analysen der freien Verbindung wie 
des Kupfersalzes. sicherlich eine zweibasische Diaminosaure 
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und nach dem Wasserstofigehalt sicherlich auch eine Dioxy- 
siiure. Sie ist schon eingangs als Diaminodioxykorksiiure be- 
zeichnet worden. Ob sie gerade von der normalen Korksiiure 
sich ableitet oder eine isomere Siiure ist, ist volistandig un- 
sicher. Da ersteres aber nicht ausgeschlossen ist und um nicht 
zwecklos nach neuen Namen zu suchen, soll sie unter jenem 
allerdings nicht bewiesenen Namen vorliiulig laufen., 


Vierte, fiinfte und spitere Fraktionen. 

Die vierte Fraktion sowie alle andern Anschtisse, welche 
durch sukzessives Eindampfen aus ihrer Mutterlauge noch zu 
erhalten waren ‘es waren dies im ganzen noch vier), zeigten 
im Ansehen wiederum die gréfte Ahnlichkeit: mit den ersten 
zwei Kristallisationen; der Schmelzpunkt liegt aber viel hoher 
und beim systematischen Umkristallisieren wurde dieser héhere 
Schmelzpunkt (245—2%44°) bei allen neu erhaltenen Fraktionen 
wiedergefunden. Die Zusammensetzung ist wieder gleich jener 
der ersten Kristallisation, die Ausbildung der Kristalle aber 
noch viel undeutlicher. 


0.1438 ¢ gaben 0,2767 g CO, und 0.1099 g¢g H,0. 
O.1759 15.1 cem Stiekstoff ber 15° und 739.5 mm. 
In 100 Teilen: 
Berechnet fiir C,H,,N,O, Gefunden 
+ 52.12 D241 
H 8.70 B+ 
N 10,17 - G89 


Das Kupfersalz ist in Loslichkeit, Farbe und Kristallform 
gleichfalls jenem tiituschend dhnlich, welches aus der bei 226° 
schmelzenden Siiure der ersten Fraktion erhalten worden ist. 
Die Bléittchen waren dieses Mal durchwegs einzeln ausgebildet 
und nicht in Rosetten verwachsen. Es kristallisiert gleichfalls 
ohne Kristallwasser. 

0.1904 g, bei 108° getrocknet, gaben 0,3021 ¢ CO,, 0.1070 g H,O 
und 0.0420 ¢g CuO. 


In 100 Teilen: 


Berechnet fiir C,,H,,N,O,Cu Gefunden 
C 42,62 43,27 
H 6,06 60 


Cu LS,82 18.04 
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Kine 4,5°/oige wasserige Losung der Saure erwies sich 
optisch vollstiindig inaktiv. Man ist deshalb berechtigt, in den 
spiiteren Anschliissen die racemische Form der Caseinsiure 
anzunehmen. Gegen Salzsiiure verhiilt sie sich der rechts- 
drehenden Siiure ganz gleich, nur sind die Kristalle kleiner 
und noch weniger charakteristisch ausgebildet. 

Der Chloroplatinat kristallisiert sehr schwierig, schlechter 
wie das der aktiven Siiure. Dasselbe gilt vom Chloroaurat. 

Es ist schon erwiihnt worden, dafi die beim Casein durch- 
gefiihrten Trennungsmethoden auch bei anderen Eiweibstoffen, 
wie dem Gelatin, dem Hiihnereiweif und der Hornsubstanz an- 
sewendet werden sollen. 

Die Ausdehnung der Methode auf andere Faille diirfte 
nicht ohne Interesse sein, und darf ich wohl die Bitte aus- 
sprechen, daf, um Kollisionen zu vermeiden, die Herren Fach- 
genossen, die solche Arbeiten ausfiihren wollen, sich mit mir 
freundlichst zuvor in Verbindung setzen. 

Die genauere Untersuchung der ihrer Konstitution nach 
unbekannten neuen Spaltungsstoffe mochte ich mir vorlaulig 
vorbehalten. 































Zur Frage der Bindung der Purinbasen im Nucleinsauremolekil. 


Von 


Richard Burian. 


(Der Redaktion zugegangen am 7. Juli 1904.) 


r 


Gegen meinen Nachweis, dafi die Purinbasen in den Nuclein- 
siuren hOchstwahrscheinlich durch Vermittelung ihres Imidazolringes 
N-Atom 7) an den Rest des Molekiils gebunden sind,') hat Steudel im 
letzten Hefte dieser Zeitschrift (S. 170) einen Einwand erhoben. Er gibt 
an, dafi — gleich den Imidazolen und den Purinbasen — auch ein 
Pyrimidinderivat, nimlich das Thymin, mit Diazobenzolsulfosiiure Rot- 
fiirbung liefert. Hieraus scheint Steudel schliefen zu wollen, dafX die 
von mir aufgefundene Fihigkeit der Purinbasen, mit Diazokérpern zu 
reagieren, ebenso gut durch den Pyrimidin- wie durch den Imidazol- 
ring der ersteren bedingt sein kénnte, daf— somit das Ausbleiben der 
Reaktion bei den Nucleinsiiuren den von mir hinsichtlich des Bindungs- 
modus der Purinbasen gezogenen Schluf\ nicht rechtfertigt. 

Hierzu habe ich zuniichst zu bemerken, dafK Steudel gar nicht 
wirklich bewiesen hat, daf§ das Thymin mit Diazobenzolsulfosdiure reagiert, 
da er den Versuch, das Diazobenzolsulfoséiurederivat des Thymins 
zu isolieren und zu analysieren, unterlassen hat. Bei der enormen 
Empfindlichkeit der Diazoké6rperfarbenreaktionen wiirde schon eime ganz 
geringfiigige Verunreinigung des Thymins, z. B. eine minimale Bet- 
mengung von Guanin, geniigen, um einen positiven Ausfall der Reaktion 
vorzutiiuschen. Ks koénnte ferner durch die Natronlauge?) viellereht 
eine teilweise Zersetzung des Thymins unter Bildung reaktionsfiihiger 
Produkte stattfinden. Kurz, bevor die Verbindung des Thymins mit der 
Diazobenzolsulfosdure rein dargestellt ist, darf man auch nicht behaupten, 
daf’ das Thymin mit DiazokGrpern reagiert. 


Allein, selbst wenn dies tatsiichlich der Fall sein’ sollte.*) so 


1) Vel. Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 37, 8. 708, 
2) Steudel gibt an, dafi die Reaktion nur dann gelingt, wenn zur 
Herstellung der erforderlichen Alkaleszenz Natronlauge verwendet wird 
In diesem Falle miiftte die Bindung des Thymins in den Nuclein- 


siuren nattirlich ebenfalls eine solche sein, dafs durch sie die reaktions- 


fihige Stelle des Thymins besetzt wire. 








») ~~ : 
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wurde hierdurch meine Beweisfiihrung in keiner Beziehung tangiert. Die 


Anfiigung des DiazokOrperrestes an das Thymin: 


1) HN — CO 6) 
2) Ol C- CH y 
3) HN — CH i) 


brauchte ja durchaus nicht ber 1 oder 5, d. h. an jenen Stellen zu er- 
folven, die auch im Pyrimidinring vieler Purinbasen noch substituierbar 
sind; diese Moglichkeit liftt sich sogar fast mit Sicherheit ausschliefen, 
da meines Wissens kein ‘eyklisches) Harnstoffderivat bekannt ist, das 
Diazoaminoverbindungen lieferte. Kher kOnnte sich der Diazorest 
viellercht unter Bildung eimes Azofarbstoffes an das C-Atom + des 
Thymins anlagern; dies C-Atom aber ist in den Purinbasen bereits an- 
derweitig besetzt. 

Fir die Feststellung der honstitution, welche die Diazokorper- 
derivate der Purinbasen besitzen, und damit fiir die Auffassune der 
Bindung der Purinbasen tm Nucleinsiuremolekiil mufy mahgebend bleiben 

lL. daf’ die Harnsiiure — im Gegensatze zu den Purinbasen sich 
nicht mit DiazokOrpern verbindet, obzwar sie sich von dem reaktions- 
fihigen Xanthin nur durch die Struktur thres Imidazolringes 
unterscheidet; 

2. daf§ das Theophyllin (1) die «Diazoreaktion» zeigt, das Theo- 


bromin (Il) und das Caffein (Ill) dagegen nicht, 


CH,-N — CO HN — CO 
| OC NH I] ()( C N- CH, 
CH Y CH 
CH, -N—C —N* CH, -N—cC — WN? 
CH, -N — CO 
LIT. oc ._c—N-CH, 
\,CH 
Gi F 


dah also Ersatz des Imidwasserstoffatomes bei @ den Ei:ntritt 
der Reaktion verhindert, wiihrend Substitutionen im Pyrimidinring ohne 
jeden Einflu& sind. Solange nicht der Beweis erbracht ist, dah 
ein Versagen der «Diazoreaktion» bei Purinbasen auch noch 
durch andere Substitutionen, als solche bei 7, verursacht 
werden kann, solange werden meine Deduktionen iiber die 
Bindung der Purinbasen im Nucleinsiiuremolekil ihre Richtig- 


behalten. 
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Die Arbeit der Zymase und der Endotryptase in den abgetoteten 
Hefezellen unter verschiedenen Verhaltnissen. 


Von 


T. Gromow und O. Grigoriew. 


Mit neun Kurven. 


Aus dem botanischen Laboratorium von Prof. W. Palladin in der St. Petersburger 
Frauenhochschule.) 


Der Redaktion zugegangen am 16. Junt 190+.) 


Eine grobpartige Umwiilzung in der Lehre von der Giirung 
bewirkte die von E. Buchner im Jahre 1897 gemachte Ent- 
deckung. Er bewies, dai in dem beim Abpressen von Hete- 
zellen erhaltenen Safte ein Ferment enthalten ist, welches die 
Fihigkeit besitzt, Zucker zu zerspalten. Somit ist die Gérung 
nicht von dem Leben der Hefe abhiingig und stellt einen rein 
chemischen Prozeb dar. 

R. Albert!) zeigte, daB man aus durch Alkohol und Ather 
setoteten Hefezellen ein pulverartiges Priiparat erhalten kann, 
welches aus get6teten Hefezellen mit tiitig gebliebenen Fermenten 
besteht: «abgetétete», aber nicht «<abgestorbene» Hefezellen, 
nach der von E. Buechner eingefiihrten Bezeichnung. 

Die von Albert angewandte Methode wurde mit Erfolg 
von Rapp durch Aceton und Ather ersetzt: bei allen diesen 
Versuchen bekommt man sogenannte «Dauerhefe», welche die 
Kigenschaft, Kohlehydrate in Giirung zu versetzen, nicht ver- 
ioren hat, aber unfihig ist, sich zu vermehren. 





Der Prebsaft enthiilt, ebenso wie diese Dauerhefe, auber 
der Zymase noch andere Fermente und zwar diastatische, 
invertierende, reduzierende, proteolytische usw. 

Nach der Rappschen Methode abget6tete Hefezellen be- 
linden sich unter dem Namen «Zymin» im Handel. Dieses 





') E. Buchner, H. Buchneru. M. Hahn, Die Zymasegiirung, 1903, 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLII. 20) 
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Priiparat ermoglicht das allseitige Studium der darin enthaltenen 
Enzvme. 

Auf Vorschlag und unter der Leitung des Herrn Prof. 
W. Palladin haben wir Untersuchungen iiber die Wirkune 
verschicdener chemischer Agentien auf die Arbeit der beiden 
wichtigsten der im «Zymin» enthaltenen Enzyme, namlich der 
Zymase und der Endotryptase, ausgefihrt. 

‘Zymin» bezogen wir von Schroder.!) Die Versuche mit 
Z7Zvymase wurden von Fri. O. Grigoriew, diejenigen mit Endo- 
tryptase von Frl. T. Gromow gemacht. 

Da beide Arbeiten sich gegenseitig erklaren und ergiinzen. 
so haben wir sie in einem Artikel vereinigt. 


I. Die Arbeit der Endotryptase von T. Gromow. 


Bei der Untersuchung der Giirungsprozesse ist es schon 
vielen Forschern aufgefallen, da®b bei Mangel an Nahrungsstoffen 
die Hefe anfiingt, die Eiweifstoffe ihrer eigenen Zellen zu ver- 
brauchen. Weitere, ber totaler Abwesenheit von Nahrungs- 
stoffen ausgeftihrte Versuche haben diese Beobachtung bestiitigt. 
Salkowski?) erhielt Zerfallprodukte von EiweiBkorpern bei 
Digestion von Hefe mit Chloroformwasser. Kutscher *) erhielt 
bei dauernder Digestion auch vollstiindigen Zerfall der Eiweib- 
stoffe. M. Hahn und L. Geret*) untersuchten das Verdauungs- 
vermégen des vollstiindig von Hefezellen befreiten Prefisattes. 
Sie fanden, dab bei 87° der VerdauungsprozeB viel schneller 
vor sich geht als bei Zimmertemperatur; ein kleiner Saurezusatz 
beschleunigt den Selbstverdauungsprozeh, wihrend Alkaligehalt 
ihn hemmt. Salze verhalten sich verschieden: die einen be- 
schleunigen, die andern hemmen den ProzeB. AuBerdem haben 
letztgenannte Forsecher auch die Frage nach dem Ejinflus von 
Rohrzucker und Glyzerin auf die Verdauung beriihrt und ge- 
zeigt, dab 50°/oige LOsungen den Eiweibzerfall stark hemmen. 


‘1, Miinchen, Landwehrstrafe 45. 
*) Salkowski. Diese Zeitschr., Bd. XIII, S. 506. 
3) Kutscher,. Diese Zeitschr., Bd. AXXXIT, S. 52. 
*; Buchner, Die Zymasegirung. 
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yobei die hemmende Wirkung des Glyzerins fast das Doppelte 
von derjenigen des Zuckers  betriigt. Ich habe eingehendere 
lntersuchungen der Wirkung verschiedener Zuckerarten, einiger 
\ikohole und Gifte auf den Gang des Verdauungsprozesses ver- 
anstaltet. Als Objekt dieser Untersuchungen diente Zymin. Die 
Versuche wurden in folgender Weise angestellt: kleine, vorher 
-erilisierte Erlenmeyersche Kolben von 70—100 cem Inhalt 
vurden mit 20 cem Flissigkeit versehen. Nach mehrmaliger 
Sterilisation wurde die Fliissigkeit unter vollkommen. sterilen 
Verhiiltnissen mit einer bestimmten Menge Zymin (ca. 0,2 —0,5 2)!) 





md & Tropfen Toluol versetzt. Darauf wurden die Kolben im 
Laufe von d, 38 und 2 Tagen bei Zimmertemperatur gehalten. 
Die Reinheit der Kultur wurde mit Hilfe mikroskopischer Analyse 
und Impfungen kontrolliert. Die Menge des Stickstoffs wurde nach 
Kjeldahl, diejenige des Eiweibstoffes nach der Stutzerschen 
\ethode bestimmt. 

Versuch 1. 


Menge des Gesamt- und Kiweifstichstoffs im verwendeten 




















Zymin, 
Menge : In Prozent In Prozent 
aie ode N - Durch- 
der Trocken- der Trocken- . des 
verre schnitt |, , 
substanz , substanz (resamt-N. 
0.5 00414367 8.29 | 
(:cesamt-N 0.5 0.0409769 S19 8,24 100 
| 0.3 00247988 8,26 | 
| (0.2009 0,0159195 7.93 | 
welh-N 0.3789 O.O267815 7.07 7.48 2 
0.326 0.0242965 7.409 | 
| | 


Ks geht hieraus hervor, dafi das Zymin sehr reich an 
hiweibstoffen ist. Die Menge anderer Stickstoffverbindungen 
hetrugt weniger als 10°/o. 


- 


'; Die Gewichtsbestimmungen des Zymins wurden in folgender 

-e ausgefiihrt: kleine, sterile Probierr6hrehen wurden nach AugenmafS 

tleichen Mengen Zymin versehen und in kleinen Glisern gewogen; 

n wurde ein Teil ihres Inhalts in Erlenmeyersche Kolben itiber- 

en, worauf die Probierréhrchen nochmals gewogen wurden. Der 
‘ewichtsunterschied gab die genaue Menge des verwendeten Zymins. 


D( )* 








































Versuch 2. 


T. Gromow und O. Grigoriew., 






Der Ve rlauf der Selhstrerdauung im Wasser und in 25° vigen 


Glukose- und Saccharoselosungen. 











Dauer Menge In Prozent In Prozent 
| der Kiweih-N der Durch- der 
des Substrat Ja, as . 
Procken- Trocken- | scehnitt | Kontroll- 
Versuchs ; a ea ve 
¢ substanz g substanz portion 
| O.2009 JO.0159195 7.93 | 
Kontroll- 0.3789 |0.0267815 7.07 7.48 100 
italia | 0326 |oo242968] 7.45 
f O4LS5 [O.0252011 6.02 \ 
Tasser cecal SETS pager 5,83 719 
shes \ 04517 [00255459 S65 4 slag 
| O.3897 10.0274999 7.09 | 
2 Ta Glukose 0.3752 $0O.0219597 Shel) 6.49 86.4 
ya ave 
| OSLRS JO.O2 10631 6.61 | 
0.352 O.O234195 6.68 
Saccha- | , sa : 60 | 
tds 0.3398 400225287 | 6,63 6.24 83.4 
| 0.4696 10.0256608 5.40 | 
| O.Dd48 1O.0210631 3,79 | 
Wasser 0.4725 JO.0230172 £87 4.27 D7 
| 0.4762 JO.0197988 td | 
| O4AS7T4 JO.O0B04022 6.23 | 
3 Tage Glukose 0.5243 10.0326723 6.23 6.24 R3 
| O.359835 [O.0250861 6,28 | 
0.571 0.0367528 6.43 
saccha- apa | — 
0.4979 IO.O03 10344 6.45 6.46 86.5 
rose 
| O4921 10,0321264 6.52 
| 0.4692 10,0195114 41d | 
Wasser 0.449  TO.OL68965 3.76 3.81 50.9 
| O482  JOOL70LL4] 3,52 | 
| 0.5164 10.0309712 5.99 | 
y Tage Glukose OD O.0327011 6.39 6.09 81.4 
| 0.4258 [0,0252011 3,94 | 
0.5202 10.0324712 6,24 
Saccha- | pe 2 . | — 
0.4236 JO.O22385 28 D.87 13.4 
rose | : saad ‘ 
0.5166 JO.0315709 6.11 
| | | 


Die erhaltenen Resultate sind dargestellt 
Sie zeigen, wie stark die Saccharose und die Glukose 
Zerfall der Eiweibstotfe verhindern. 

















in Fig. 1. 
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Fig. 1. — Proteolyse in Wasser, Glukose- und Saccharoseldsungen 
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Versuch 3. 
Kinwirkung von Mannit, Glyzerin und Milehzucker auf 
Selbstverdauung. Der Versuch dauerte 5 Tage. 














Die Menge In Prozent In Prozent 
a Eiweibh-N ler Durch- der 
Substrat | der Trocken- 7 m . , oni 
ene rOCKEN=- FT scehnitt VONCPOL~ 
substanz g substanz portion 
deans 0.4638 0.0349137 7.61 
Kontroll- ve se antes | poe 
, 0.4732 0.033793 7 14 7 49 100 
portion | . ed at 5 
0.4013 0.0305746 7.61 
Wasser | 0.5995 00209482 3.74 | 3,74 50.2 
0.5156 0.0321838 6.26 | 
Mannit 25 °/o 0.543 00319827 5.88 65.06 81.3 
| 0.5226 00317241 6.06 | 
0.5154 0.032885 6.38 | 
(rlyzerin 25 °/o 0.52 0.053247 6.58 6.41 RE 
| 0.4366 0.0274999 6,29 | 
().4783 ),.0280746 591 | 
ictose 25 °%o 0.5402 0.0320976 4 6 SOD 
| 0.4979 0.0306896 6.16 | 











Die Resultate dieses Versuches zeigen, dai Mannit, Gly- 
zerin und Milehzucker ebenso stark den Zerfall der EiweiBstoffe 
verhindern. 








Versuch 


, 
- 


T. Gromow und O. Grigoriew, 







einflup der Saccharoselosungen On rerschiedener Nonezen 


tration auf die Selbstrerdauung. 


Dauer des Versuchs 5 Tage. 












Substrat 





Die Menge 
der Trocken- 


substanz 


7 


Eiweif-N 


In Prozent 
der 
Trocken- 
substanz 





























In Proze nt 
Durch- der 
schnitt | Kontroll- 
portion 
7,4) 100 
3.74 50.2 
4.69 62.9 
4.97 66.7 
5,77 14.4 
6.24 83.4 
6.95 93 2 





% Saccharose 






























































25 % 
15 % 


10 % 
5% 


Wasser 


; 0.4638 0,03449137 7.61 
Kontroll- fo 02 niet nig 
0.4732 0.033793 7.14 
portion espns poeit | 
0.4013 0.0305746 7.61 
Wasser | 0.5595 0.0209482 3,74 | 
OB499 0,0162068 4.63 
Saccharose | Sea ine re 
ap 0.35932 0.0166091 4, / 
oD “/0 oe = 
| 0.3438 0,01638505 4,79 | 
| 0.4062 00224137 5D 
saccharose | nae Ve ear ‘ 
10° O4117 0,0164-425 3.99 
| 0.4336 0 .O0255689 5,45 
O.3795 00214942 5,66 
Saccharose | et - ~ 4 | 
15! 0.3579 0.020862 OW by 
‘a sate 
: | O4115 00242241 5,88 
Saccharose f 0.4972 0.0320976 645 \ 
DF \ 0.5268 0,03 18103 6.03 f 
Saccharose 0.33591 0.023793 701 | 
3h Oly \  OAL95 0.028908 6.89 f 
% Evo 
100% — 
90%'+—— SSS 
80% T os 
| | I 
70% + me aaa —T 
~ | | a 
60 o T T } 
2%} : 
40 % }+-— 
30% + t + 1 
| 
20% t 
! } 
10%|—+— oe tn ae Se Oe 
| | 
| — L 
Tage / 2 3 4 f 
Fig. 2 Hemmende Wirkung der Konzentration der Saccharoselisungen auf 


Endotryptase. 
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Hieraus ergibt sich: Je konzentrierter die Saccharoselosung 
st, desto mehr hemmend wirkt sie auf die Arbeit des proteo- 
ytischen Enzymes. Die erhaltenen Resultate sind dargestellt 


n Fig. 2. 
Versuch 


influ isotonischer Léosungen von Saccharose, Glyzerin und 
Gilykokoll. Dauer des Versuches 5 Tage. Angewendete Konzen- 


, 


tration der Loisungen: Saccharose 34,2°/0, Glyzerin 9,2° 0, Gly- 


) 


lokoll 7,5 °%lo. (Normallosungen. 














Menge In Pr roze ent) din Prozent 
Substrat der Trocken-| Eiweih-N T i Dareh- K der ’ 
rocken- | sehnitt ontroll 
substanz g substanz portion 
0.3873 0.02 74846 7.09 
Kontroll- | 0.434 0.0313761 7,22 | 7,15 100 
portion | 0.4321 0.03095 7.16 | 
| 0.4899 0.018128 3.7 | 
Wasser 0.3967 O.0176735 44D t.03 57,7 
| 0.3815 0,0151853 3,98 | 
| 0.4038 0.0262632 6.5 | 
saccharose 0.4382 0,0279107 6.36 6.48 90.6 
| 0.4248 0,0280243 6,59 | 
| 0.4164 0.0213491 9,12 | 
Glyzerin 0.4677 00232068 t.96 5,12 72 
| 0.4307 0.02274 28 
| 0.4533 0.0201 1993 £43 | 
Glykokoll 0.5961 0.024672 4.43 t.57 61,1 
| 0.5056 0. aan $27 | 











In isotonischen Lésungen ibt audi aes einen stiirker 
hemmenden Einflufi aus, als Glyzerin und Glykokoll. Die Er- 
sebnisse dieses Versuches sind in Fig. 3 dargestellt. Folglich 
stellt die hemmende Wirkung dieser Loésungen auf die Arbeit 

proteolytischen Enzyme keinen rein physikaiischen Prozef 
dar. Wahrscheinlich ging bei den Lésungen von Saccharose 
und Glyzerin der umgekehrte Prozely — die Eiweifsynthese — 
vor sich, welche in der Glykokolllésung fehlte, weshalb in 
lilesem Falle ein fast ebenso starker Zerfall beobachtet wurde, 


wie in Wasser. 
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Fig. 3. — Arbeit der Endotryptase auf isotonische Lisungen von Saccharose, Glyzeri 
und Glykokoll. 


Versuch 6. 


Linflub der Zerfallprodukte auf die Selbstverdauung. Zum 
Zymin wurde eine solche Menge Wasser hinzugefrigt, dap sich 
ein dicker Brei bildete. Der Versuch dauerte 5 Tage. 














Menge In Prozent In Prozent 
der Trocken-] Eiweif-N se! exe ae cat 
substanz g substanz | ~ portion 
0.3873 00274846 7,09 
Kontroll- | 0.434 00313761 ] 7.22 | 715] 100 
portion | 0.4321 0.03095 716 
0.3967 0.0176735 4.49 | 
Wasser O.3815 0.0151853 3.98 4,03 D747 
| 0.4899 0.018128 5,7 | 
| 0.5374 0,.0268597 4.99 | 
Bre1 0.406 0.02169 5 34 9,32 74.7 
| 0.4046 0.0227978 5.63 | 
| | 











Bei geringerer Wassermenge ist die Eiweilzersetzung 
viel schwiacher. Die Anhiufung der Zerfallprodukte hemmi 
den weiteren Zerfallprozeb. 
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Versuch 7. 


Kinwirkung des CaCl, auf die Selbstrerdauung.  Dauer 
des Versuchs 5 Tage. 














Die Menge In Prozent In Prozent 
= = 7 wnt ft WN ay Durch- ler 
Substrat der Trocken-| Eiweif-N - de! “i he: 
Trocken- schnitt Kontroll- 
substanz g substanz portion 
' | 0.4638 0.0349137 7.61 | 
oll- sa ain pa —_ 
Kontro 1732 0.033793 7.14 7,45 100 
( , 9 a 
portion | 0.4013 (0).0305746 7.61 | 
Wasser | 0.5595 00209482 3.74 | 3.74 av 
| 0.5602 0.0355172 6.34 
: “accharose sips | . 
250 0.4633 0.0313232 6.76 6.51 87.35 
| 0.9325 0.0343677 6.45 | 
Saccharose | 0,6092 0,031835 5,22 | 
25%! 0.4811 0.0251436 5.22 5.28 70.8 
+- CaCl, 1°/o 15 | 0.5154 ().0278735 D4 | 
shies a 25 2/9 én 0.4258 0.0256034 6.01 | 6.01 80.6 
*lukose 2 “4 0.54 0.0283907 25 \ sale “03 
-- Coch, a 0.5292 0,0277585 oo. — 











Calciumchlorid stimuliert die Wirkung der proteolytischen 
Enzyme. Die erhaltenen Resultate sind dargestellt in Fig. 4. 







































































% Evo. 
P i 
100 % : , 
| i —— i Saccharose 25 % 
80% = | Glacose 25% 
2% | —— Sacch 25% + Calls 1% 
70 : f j Gliec 25 2 o + CaCl, 1% 
60 % t | f | 
50% + ) a [a me Wasser 
| | 
40 % 4. | \ 
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30% + os 
| | | 
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Fig. 4. — Stimulierende Wirkung des Calciumchlorids auf Endotryptas 














































T. Gromow und O. Grigoriew. 


Versuch &. 


Kinwirkung von Kalisalpeter auf die proteolytischen Enzyme. 
Der Versuch dauerte 5 Tage. 




















Menge In Prozent In Prozent 
ee der Trocken-| Eiweif-N vs der Durch- : der 
Trocken- |) schnitt | Kontroll- 
substanz g substanz portion 
_ | 04633 00849137 7,61 
Kontroll f729 Ort 4s | 7 a, 
0.4732 0.038793 714 1,49 100 
porn | 0.4013 (),0305746 7,61 | 
| 0.3572 0.0137068 3,85 | 
Wasser O.4 00156034 3,9 3,4 49.6 
| 0.4083 0,0138218 3,38 
| 0.3416 0.0218965 641 | 
Glukose 30°/o 0.8982 0,0215517 6.01 6,26 S4 
| 0.3972 0),0227298 6.36 | 
| 0.3665 0.006350 1 1,78 | 
~~ ulpe ler 0.3189 0,0069762 2.18 1.91 25,6 
| 0.338 0) QO6O1L04 Lae | 
Glukose BQ %y | O.3-46 O.0194176 Dd 62 | 
+- Ki -* 0.3898 00209883 5,38 5,46 73,2 
salpe ‘ter | 0.4862 00262064 5.39 | 
0.5211 0.0051583 0.98 | 
Kalisalpete : O 4194 0,0046186 1.1 1,08 144 
5 
| 0.399 0.046754 Lae | 
Gilukose 30°) | 03455 0),0145604 4,21 | 
Kali- 0.4728 0.0226842 4.79 4 D4 60,9 
ales ter 3° | 0.454 0.0209799 4.62 | 
Glukose 30°/o | 0.4428 0.0201277 4 D4 | LO ae 
Kali- ane ; - 4.52 60.6 
| ‘ Ai 0.4137 0.0186223 4d | 
salpeter 10 


In Ubereinstimmung mit Versuchen von M. Hahn und 
Geret habe ich gefunden, da’ der Kalisalpeter einen sehr be- 
giinstigenden EinfluS auf die Wirkung des proteolytischen Enzyms 
D 






austibt. Die erhaltenen Resultate sind dargestellt in Fig. 
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Fig. 5. — Stimulierende Wirkung des Kalisalpeters auf Endotryptase. 
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Versuch 9). 


Einwirkung von Alkohol und salzsaurem Chinin auf die 
Selbstverdauung. Der Versuch dauerte 5 Tuge. 














Die Menge In Prozent In Prozent 
ae ee eTeackon.| Eiweif-N der Durch- der 
Substrat der Trocken = 

frocken- | sehnitt | Kontroll- 
substanz g substanz portion 
| 
, SAL 397125 7 34 
Kontroll- 0.5404 00397125 1 + 
: 8.06 100 
portion 0.4082 0.035862 8.78 | 
1 
Wasser > _— — 
N “Toluc /— 0.4829 0,0179884 3,72 
) 
3,79 47 
W pwc _ 0.4912 0,0190229 3.87 
) ) 
Alkohol 10°/o 0.4974 0.0259125 5.21 5,21 64,6 
“aie 0.4079 00266666 653 |). 7 
Chinin  */2°/o : _ 6.34 78,2 
0.5044 0.030747 6.09 | 














Alkohol und Chinin wirken stark hemmend auf die Arbeit 
des proteolytischen Enzyms. Die erhaltenen Resultate sind 
dargestellt in Fig. 6. 








T. Gromow und O. Grigoriew. 
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Fig. 6. — Hemmende Wirkung des Alkohols und Chinins auf die Endotryptase. 


II. Die Arbeit der Zymase von O. Grigoriew. 


Die Arbeit der Zymase ist schon eingehend von E. Buchne 
und seinen Mitarbeitern wie auch von andern Forschern unter- 
sucht worden. In meinen Versuchen wurde die Arbeit der 
Zymase aus der Menge der vom Zymin abgegebenen Kohlen- 
siiure bestimmt, welche ihrerseits mit Hilfe Pettenkoferscher 
Rohren bestimmt wurde. Ich nahm fiir jeden Versuch 20 cem 
Niihrsubstanz, welche dreimal im Kochschen Apparat sterilisier! 
wurden. Dann wurde in der Hansenschen Kammer eine genau 
abgewogene Menge Zymin, gewohnlich bis 2 g (die Unterschiede 
iiberstiegen nicht 0,04 g), in einen 10 cem sterilisierten Wassers 
enthaltenden Kolben iibertragen und bis zur gleichmifbigen Ver- 
teilung in dem Wasser bewegt. Darauf wurde der Inhalt des 
Kolbens in einen Zylinder von 500 cem Inhalt tibertragen, 
welcher die vorher vorbereitete Lésung enthielt. Das Ganze 
wurde moglichst sorgfiltig geschiittelt und dann eine Rollkultur 
gemacht, wie es von Prof. W. Palladin beschrieben ist.!) Die 
Losung von 18°/o Gelatinenihrsubstanz -+- Zymin mit Wasser 
verteilte sich regelmiibig an den Wiinden des Zylinders und 
erstarrte allmiihlich. Die Zylinder wurden mit schwarzem 
Stoff bedeckt. 


1) W. Palladin, Zentralblatt f. Bakteriologie, 2. Abt., 1903, S. 146 
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Im Laufe von 1—1'/2 Stunden wurde ein von CO, be- 
freiter Luftstrom durch den Zylinder geleitet und die bei der 
Giirung gebildete Kohlensiiure durch Barytwasser aufgenommen. 

Der Durchgang des Luftstroms, in einigen Versuchen des 
\asserstroms, hérte wihrend der ganzen Dauer des Versuchs 
nicht auf, obgleich die Bestimmung der Kohlensiure wiithrend 
der Nacht unterbrochen wurde. 


A. EinflufB des Nihrsubstrates. 

Versuche mit Kohlehydraten und andern organischen Sub- 
stanzen waren von FE. Buchner und seinen Schiilern vielfach 
mit Prebsaft, aber nur in geringem Umfange mit Zymin ange- 
stellt worden. 

Auberdem wurden seine bestimmungen der CO, mit Hilfe 
eines Kaliapparates gemacht, in welchem die Gesamtmenge der 
im Laufe des Versuches gebildeten Kohlensiiure bestimmt wurde. 
lndem ich mich zur Bestimmung der ausgeschiedenen CO, der 
Pettenkoferschen Rohren bediente, gelang es mir, den ganzen 
Verlauf des Prozesses zu verfolgen. 

Versuch 10. 
Zwei Zylinder mit Succharose und Glukose in ? 4-Normal- 


lisungen. ymin bis 2 gq. 











CO, in einer Stunde 
Dauer . Tem- 
Datum In my 
des Versuchs ienteinan | . hieas peratur 
t. XII, 03 1 Stunde [3.8 
[ » 9,2 9,2 {8—20)° 
1 Std. 45 Min. 93 6.1 
15 » 4) a 
5. XIL. 03 1 » 40 » 6.0 6,5 
lL » ldo » 57 a 18—20° 
1 Stunde — 
| > a Fy 
17 Stunden -— — 
6. XII. 03 3 > 2.8 20 18—20° 
2 Std. 15 Min. 2.6 1.8 
20 Stunden O9 1 
4 () 0) 














a 
~~ 
—- 
bo 
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Versuch 11. 


Drei Rollkulturen: Suecharose 


r ¥ . : 7 A 
Raffinose 14/0 4-7,998 q Zymin; Wasser —- 1,994 q Zymin. 


‘  £ | J 4 L 4 
25° 9 <de 2,088 q Lymn: 











CO, in einer Stunde am 
ae Dauer — lem- 
des Versuchs Saccharose | Rattinose; Wasser peraun 
24. V. O4 1 Stunde 6.0 | 6,0 48 18—20)” 
DO Minuten — — 
l'2 Stunde why Bd ) 2 
3 Stunden - - J 
6 Std. 40° Min. 
25. V. O4 2 Stunden £0) +.0 rr [8—20' 
2 D,2 D4 ‘Dew 
1993/4 — _ 
26. V. O04} 2"/2 2.5 1.8 \ 1.0 18—20 
1 Stunde a) 2.1 aa 
[S's Stunden - 
27. V. O4 Il Stunde () 0) 0) 18 ° 





Drei Rollhultuyen ; 


und Mannit 3/4-Norm. 


strom h indurchge li et. 





Versuch 


mit. Wasser, Saecharose °/4- Norm. und 
Durch alle Zylinder wurde ein Luft- 


Ayn his 


12. 


2 q. 











CO, in einer Stunde 7 
Dauer ; , lem- 
Datum In mg 
des Versuchs Wasser Mannit | Saccharose perenet 
I8. X. 038] 2 Std. 15 Min. a2 iv 11.1 18—20)" 
2 Stunden 6 6.4 10.1 
Y() 
19. X. 03 } 1.7 1.9 9) 18—20° 
» () (j t.) 











rrr 
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Versuch 13. 


Vergleich der Wirksamkeit der Zymase mit Wasser und mit 
5 4-Norm.-Lactoseldsung.  Zymin 2,107 q und 2,156 ¥. 








CO, in einer Stunde 7 
Dauer ” . lem- 
Datum in me 
des Versuchs aa ' AY eratut 
Laktase Wasser 
7. X1. 03 6 Stunden 3.7 3.7 16—19" 
& XL. 03 22 ; ia 14 16—19° 
Q XI. 03 20) : () () 16—19 9 











Aus allen beschriebenen Versuchen folgt, dab das Zymin 
in Rollkulturen verschiedene Mengen Kohlensiure ausscheidet. 
je nach dem Niihrsubstrat. Auf giirungsfiihigen Substanzen 
wird viel mehr Kohlensiiure ausgeschieden, als auf Substanzen, 
welche keiner Girung unterliegen oder bei Selbsteiirung. Aut 
csirungsunfihigen Substanzen (Mannit, Lactose) und bet Selbst- 
eirung werden gleiche Mengen von Wohlensiiure ausgeschieden. 
Folglich geht in beiden Fiéillen nur Selbstgiirung auf Kosten 
des im Zymin befindlichen Glykogens vor. sich. 


Versuch 14. 


gz Zylinder. Beide mit 20 com l a- Norm.-Sauccharoselisung 
wid emer Jewissen Menge Zymin (liher 2 Y nach Augenmap un- 
geirogen genommen), 

Als die Giirung am fiinften Tage aufgehort hatte, wurde 
zur Aufklérung der Ursache dieses Stillstandes zu dem Inhalt 
des einen Zylinders A wieder eine gewisse Menge Zymin_ hin- 
zugesetzt, worauf ein plotzliches Steigen der CO,-Ausscheidung 
erfolgte: zu dem Inhalt des andern Zylinders B 20 cem ! 2-Norm.- 
SaccharoselOsung. Nachdem konstatiert worden war, dali das 
Hinzufiigen von Zucker keine Ausscheidung von CO, hervor- 


verufen hatte, wurde zu demselben Zylinder B wieder Zymin 
hinzugefiihrt. Es erfolgte ein fast eben solches Aufbrausen 
wie in dem Zylinder A. Die Tatsache dieser plétzlichen CO.- 
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Ausscheidung ruft den Gedanken hervor, ob nicht die Anhiuf- 
ung der Giarungsprodukte eimen fOrdernden Einflub auf die 
7Zymase habe oder der Konzentrationsveranderung der Zucker- 
losung eine gewisse Bedeuttmg zuzuschreiben ist, daim Zylinder 3 
das Verhiltnis der nach Hinzufitigen von Zucker und darauf 
Zymin ausgeschiedenen CO, in der anfinglichen CO,-Menge 
sich etwas von dem beim Zylinder A beobachteten Verhiiltnis 
unterscheidet. 

Da jedoch die unten beschriebenen Versuche die Annahme 
von dem Einflusse der Konzentration nicht bestiitigt haben, 
so mul man dieselbe fallen lassen und es bleibt nur die An- 
nahme von dem Einflub der Anhaufung der Girungsprodukte 
bestehen, umsomehr, als Versuche mit verschiedenen Zymin- 
mengen diese Annahme bestiitigt haben. 














Dauer COe in 1 Stunde 
Tage des In mg Temperatur 
Versuchs Zylinder A | Zylinder B 
| 
Am 1. Tage l Stunde 22.4 | 17,0 18—20 ° 
2 Stunden : 17.0 
{ Stunde 17,2 13.6 
20) Stunden <e ies 
Am 2. Tage lf Stunde 12.26 10.7 1s—20° 
2 Stunden ~- 
lf Stunde 11.7 6.9 
Am 3. Tage = —- 
Am 4. Tage 20 stunden OD 0.5 
2 , () 0) 
Zymin Saccharose 
Am 1. Tage lL Stunde 31.4 () 
2 Stunden — () 
f Stunde 36,0 (Q) 
Am 2. Tage 20) Stunden Zymin 
[ Stunde 20,0 30 
I > 31 
Ls 
13.2 











Versuch 


LD. 


Die Arbeit der Zymase und der Endotryptase ete. 





Zwei LZylinder: Zylinder A mit Saccharose +- 2g Zymin; 


Zylinder B mit Saccharose 4+- 1 g Zymin. 


Als in heide H Zyf- 


lindern keine CO,-Ausscheidung mehr zu merken war, so wurde 


in Zylinder A wieder 2 g Zymin und in Zylinder B 1 gy Zymin 


hinzugesetet, worauf in beiden Zylindern starke CO,-Ausscheidung 


r rfolgte. 























Dauer COz in 1 Stunde in mg 
Datum des A. Saccharose B, Saccharose Temperatur 
Versuchs 21672 5 | L 1872 5 
Zvmin Zymin 
1. Tl. O4 le Stunde 14.8 | 4 Ti 
f Stunde : a 
[ 13.6 | 
19 Stunden | 
22, Ill. O4 { Stunde 13.6 22 
te Stunde 
1 Stunde 84 23 
| ee 
| <4 
20 Stunden - | 
23. HL O4 | 2 Stunden 1.) | 2()° 
2 9.8 1.7 
l'/2 Stunde 4 | 
24. TL. O4 1742 Stunden _ ) [8° 
2 Stunden 3.6 | 12 (Zymin 
3 2 4 12 
25. Ill. 04 201 2 Stunden 12 15° 
1 1/5 () 0,2 
1 Stunde 20,0 (Zymin) | £6 
| POO 
| [8.4 
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Versuch 16. 


Kinflup von verschiedenen Mengen des Zymins auf die Gdrung. 
Zvei Rollkulturen mit Saccharoselésung: Zymin 2,008 g und 1,004. 











Dauer COs in 1 Stunde in meg 
Datum des Saccharose | Saccharose Temperatur 
Versuchs Ri . | + . 
2 ¢ Zymin | 1 g Zymin 
24. V. O4 I Stunde 6.0 [8° 
D0 Minuten — | ™ 
['2 Stunden y9 | sal ad 
3 Stunden 0,9 
25. V. O04 [6 Std. 40 Min. — 
2 Stunden 0) | 
2 5.2 1.3 
19° 4 Stunden | 
26. V. O04 2 Std. 30> Min. 2.5 
1 Stunde 3.5 | . 
[Se Stunden | U0 
27. V. O4 { Stunde () 











Aus diesen Versuchen folgt, daf nach dem Hinzufiigen 
von neuem Zymin in der anfinglich genommenen Menge zum 
Niihrsubstrat mit giirungsunfiihigem Zymin von neuem CO,-Aus- 
scheidung in bedeutend gréberer Menge erfolgt. Also die Garungs- 
produkte wirken stimulierend auf die Arbeit des von neuem 
zugefiigten Zymins. Infolge dieser stimulierenden Wirkung der 
Garungsprodukte verhalten sich die von 1 und 2 g Zymin aus- 
geschiedenen CO,-Mengen zu einander nicht wie 1:2, sondern 


*) 


ungefahr wie 1:35. 


6b. Wirkung des Sauerstoffs. 
Versuch 17. 


Vergleich der Arbeit des Zymins auf 3/4 Norm.-Saccharose- 
ldsung in Luft und in einem sauerstoff freien Raume | Wasserstoff ) 
Zymin DSO und 18334 gq. Durch einen Zylinder wurde ein 


Luftstrom, durch den andern ern Wasserstoff strom hindurchgele itet. 





Die 


Arbeit der Zymase und der Endotryptase e 
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Dauer COz in mg in I Stunde 
Datum des Saccharose Temperatur 
J Versuchs Luft Wasserstoff 
| 
23. X. 083 2 Stunden LOv4 8.3 16—20 
2 8 | 4 () 21) 
3 9) | 8.2 [s—20? 
, | 
1-4 
24, X. 03 2 74 § 2 16—20 
a 6.0 | 6.1 2()° 
[Ss | 
25. X. 03 f D0 6.9) 16—22 
5 ti) | 6.0 
) f 26 t.69 16—20? 
26, X. 03 1+ 1.7 1.3 
1 Stunde () () 

Die Bestimmungen der Kohlensiiure wurden jedesmal 
eegen 4 Uhr nachmittags ausgefiihrt und zwar in_ beiden 
7vlindern gleichzeitig. Der Sauerstoff zeigte keine besondere 
Wirkung. Es ist nicht ausgeschlossen, dai Oxydationsprozesse 
aufgetreten sind, doch sind diese jedenfalls so gering, dal es 
unmoglich war, sie mit unserem Apparate nachzuweisen. Die 

} erhaltenen Resultate sind dargestellt in Fig. 7. 
e 
C0> 
0 
| in | 
H AN ee Satta 
= | 
Y a | 
Ned | 
0 | 
XS Coo 
Pe 
i a H : an — } -——--4 
. 
™ — 
a 
| SN | 
| < | 
| a / 
i } y/1 , } --. —-$--—---4 
| | | ae 
| | | a 
Tage 1 2 3 4 y 
Fig. 7 Die von Zymin in Saccharoselisungen ausgeschiedene Kohlensaure 


im Luft- (O) und Wasserstoffstrome (H) 
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Versuch 18. 


1; rgleich der Workung der ZYIMase auf of 1- Norm.-Mannit- 
lisung in der Luft und im Wasserstoffe. Zymin 1,8122 gq und 
1.7912 gq. 








, CO, in mg in einer Stunde 
Jauer ” mm 
Datum hile Mannit lemperatur 
des Versuchs : 
Luft Wasserstoft 
28. X. 03 2? Stunden 6.1 6.1 
3 49 43 16—22° 
, f = - 
{ a) () 
13 . 
29, X. 03 { > ‘0 5.6 16—22° 
} 36 D4 
Ls Ld 1.7 
30, X&. O83 1 Stunde () 0) 











Dieselben Resultate wie in dem vorhergehenden Versuche. 


Versuch 19, 


Die Wirhkuny der LYINASE aut 3/4-Norm.-Lactoselisung r)) 
der Luft wind im Wasserstoff, Zymin 2107 und 2,165 (f. 











) CO, in mg in einer Stunde 
lauer P a 
Datum Lactase remperatur 
des Versuchs ' ; - 
Lutt Wasserstoft 
4. mai. US 6 Stunden 5 | 3.7 16—19° 
1.7 — 
22 Stunden 1.7 1.6 16—19° 
X XI. 03 { () 0) 











Kein Unterschied. 








° . r : » 
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Versuch 20. 


Selbstgirung des Zymins in der Luft und im Wasserstoff. 
) Zymin 1,983 g und 1,984 gq. 








CO, in mg in einer Stunde 
; Dauer as eo = 
Datum : Selbstgarung Pemperatur 
des Versuchs ; : 
Luft Wasserstoft 
21. X. O3 2 Stunden 5,0 5,7 
2 9,6 3,2 18s—22° 
J - 6.4 4,67 
22. X. 03 18 - — 
) >) 31 | 18—22° 
LY fr 2,2 
23. X. 03 1 Stunde 0 0 











Kein Untersehied. 


C. EinfluB giftiger Substanzen. 


Der Einflufi giftiger Substanzen auf die Enzyme war der 
Gegenstand vielfacher Untersuchungen. Dieser EinfluB wurde 
schon von E. Buechner beobachtet und studiert. Meine Auf- 
’ gabe bestand darin, diese Untersuchungen zu ergiinzen. 
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> von Zymin in Saccharoseljésungen mit und ohne Chinin ausgeschiedene Kohlensiure im Luft- (O 


im Wasserstoffstrome. Die beiden oberen Kurven mit Chinin, die untere Kurve ohne Chinin 
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Versuch 21. 
Linwirkung von salzsaurem Chinin auf die Arbeit der 
Zymase. Drei Zylinder mit 25°/o Saccharose. Der erste ohne, die 
zwei anderen mit 0,33°/o Chinin. Es wurde durch die ersten 
zwei LZylinder Luft, durch den dritten Wasserstoff geleitet. 











CO, in einer Stunde in mg 
Datum Dauer Luft Wasserstoff Tem- 
des Versuchs meneees ean peratur 
ohne Chinin Chinin 
Chinin 033 °/o 0.33% 
13. XI. O38] 38 Stunden 10,4 | 10.5 | 10.5 19°C, 
3 Oy 0.5 | 106 | 104 2()° 
3 > 06 | 81 | 104 19° 
12 > tl a Bl 
14. XI. 03] 3» 70 | 76 | 84 
; > QQ | 93 | 8.6 19—20° 
Sy 8.7 i - 
3 > 68 | 96 | 9.2 
Ld : | = 
15. XL O37 3 5.6 | 7.0 8.0 19—2\() 9 
Se (2 | 84 | 8,1 
2» 40Min.f 49 | 872 | 72 
1d > | — | 
16. XI. O87 3 2.8 | 61 | -- 18—20° 
5 26 | 7,68 | 6.1 
13 > -- | — oa 
17, XI. O38ft1 >» ua. 3Std. li | 68 | 6,0 18—20° 
5 » 00 | 60 | = 
2 45 Min. — | 60 | 8.0) 
13» « § . @ _ 18—20” 
18. XI. O3] 4 — | D,2 | 4.8 
3 - | 6, | 5.1 
17» — | | _ 
19. XI. O37 3 —- 4.2 44 18—20° 
t >» — 4,2 — 
2 » ~- 4,2 +4 











on 


Die erhaltenen Resultate sind dargestellt in Fig. 


Versuch 22. 
Einwirkung von salzsaurem Chinin. Zwei Zylinder mit 
Saccharoselisung. In einem derselben wurde salzsaures Chinin in 





Sere 











3 
z 
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Die Arbeit der Zymase und der Endotryptase ete. O21 
1" oiger Lisung cugesetzt. Hs wurde durch die beiden Zylinder 
cin Luftstrom geleitet. 
} CO, in einer Stunde in mg 





Dauer 
des Versuchs | Saccharose | Saccharose 
ohne Chinin. mit Chinin 


Datum Temperatur 





22. XI. 03 2 Stunden 10.4 96 19—20° C. 
2 > 10,4 9.6 
2 » V6 &.8 
14 >» | be 
23. XI. 03 5 > 6.4 6.4 20° 
5 > 6.5 | 6.8 
: 3 > aaa revi 18° 
) 3th » | | 
24. XI. 03 a > a8 6.) [k—20° 
{ > DO 10 
S49 > 49 6.9 
15 » 3d Min. - a 
25. X1.03 [14 » 2.3 | LY 20° 
t > 2.1 £9 
14 » 2.1 +9) 
26. X1.03 20 > w.5 Std. 13 | 34 19—20° 
3  » 45 Min. — | 40 
27. X1.03 [14 > | 
} dD » — | 3,8 











Die erhaltenen Resultate sind abgebildet in Fig. 9. 





















































COs 
| | | | 
| } 
i | | | 
N } 
~ ' 
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fein | 
| mr 
| 
-—+ — + + ~ + + t + 
} | : P| } -_ S| 
T ! ge an te } 
' ' ' 
. | it | a re 4 hee 4 | ‘ + 
i | | | | _ 
fage 7 2 a 4 5 fh 
Fig. 9. — Einwirkung von Chinin auf die Kohlensaéureausscheidung des Zymins. Die 


obere Kurve mit Chinin, die untere ohne Chinin. 
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Versuch 23. 


Kinwirkung von salzsaurem Chinin. 











CO, in einer Stunde in mg 
Datum Dauer “Bn mitumenen | Caméatcanusc 4 <emmpererar 
des Versuchs | Saccharose | Saccharose 
ohne Chinin mit Chinin 2°/o 
29. XI. 03 1! Stunde 10,8 6.8 18° C. 
1 » 10Min, 10,4 7,2 20)" 
1 >» ie _ 
[°/s Stunden 9,5 6.6 16° 
30. XI. 03 17 >» dd Min. — | — 
By, > 7,2 | 3,4 16—20° 
2 > 8,0 | 44 
1/3 > 5,7 | 3,D 
13 » 50Min. — | — 
1. XID 08 | 4 2 3.4 | 3,4 16—20” 
2 >» 35 Min D,7 | Dien 
['/, > mw ig 
19 ' os | sain 
2. XI. 03) | 6 > 1,4 | 1,7 16—20° 
5 > 0 | 1.6 
12 o | -= 
3. XI. 03 | 4 0 | 1,3 











Alle mit Chinin ausgefiihrten Versuche ergeben vollkommen 
iibereinstimmende Resultate hinsichtlich der eigenartigen Wirkung 
dieser Substanz auf die Zymase. 

Withrend der ersten Stunden zeigen unbedeutende Mengen 
Chinin (ca. 0,5°/o) keine Wirkung auf die Tiitigkeit der Zymase. 
Grobere Mengen (ca. 1—2°/o) iiben einen schiidlichen Einflub 
aus. Eine ‘Stimulierende Wirkung iibt Chinin auf Zymase 
nicht aus. Am zweiten und noch deutlicher am dritten Tage 
heginnt aber die Zymase in Gegenwart von Chinin kriiftiger zu 
arbeiten, als ohne dasselbe. Dieses geschieht sowohl an der 
Luft, als auch in einer Wasserstoffatmosphiire. Endlich stellt 
die Zymase in den Kontrollversuchen ohne Chinin ihre Arbeit 
ein, withrend sie dieselbe in Anwesenheit von Chinin noch 2 Tage 
lang fortsetzt. 
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Folglich verlangert Chinin die Lebensdauer der Zymase, 
ohne jedoch eine stimulierende Wirkung auf sie auszuiiben. 
Diese sonderbare Tatsache findet ihre Erklirung in den im 
ersten Kapitel beschriebenen Versuchen von Frl. Gromow, 
welche zeigen, wie stark Chinin die Arbeit der proteolytischen 
Enzyme schwacht. Schon Buchner hat darauf hingewiesen, 
dab Zymase durch proteolytische Enzyme zerstort wird. 

Wihrend wir also durch die Zufiihrung von Chinin die 
Arbeit der Zymase hemmen, gewiihren wir derselben doch eine 
Unterstiitzung im Kampf ums Dasein und ermdglichen fiir ihre 
Titigkeit eine bedeutend liingere Dauer. 


Versuch 24. 


Kinflub des Alkohols. Zwei Zylinder mit 25°/o Succharose- 
lisung, mit und ohne 5°/o Alkohol. Durch beide Zylinder wurde 
ein Luftstrom durchgeleitet. 











CO, in einer Stunde 
Dauer in mg Tem- 
Datum "pi 
des Versuchs {Saccharose ohne Saccharose mit] peratur 
5°o C,H,OH 
29.X1. 03] 1 Stunde 10,8 | 12.8 18—20" 
1 Std. 10 Min. 10,4 12.8 
1 Stunde — 
13/4 > 9.5 | 12.8 
17 Std. 35 Min. a | 16° 
30. XI.03] 3 » 15 » 7,2 | 7,0 
2 Stunden 8,0 | 74 
13/4 » 5,7 | 7 
13 Std. 50 Min. — | — 
1. XII. 03 4 Stunden 3,4 | 5,2 16° 











Gleich dem Chinin hat auch der Alkohol der Zymase 
ihre Arbeit erleichtert, indem er diejenige der Endotryptase 
gehemmt hat. 



























T. Gromow und O. Grigoriew, 


Versuch 25. 


Einflup von KOH 1° 0, 














€O, in einer Stunde 
Dauer in mg Tem- 
Datum : eemenideee 
des Versuchs |Saccharose ohne} Saccharose mit | peratur 
KOH KOH 1°/o 
24. 1. 04 2 Stunden 10,0 14,9 21° 
2 Std. 50 Min. 8.5 10,9 
16 Stunden a 10,9 
25. 1. O04 3 p 4,7 3,2 19° 
3 t.0 0,7 
} tO 3,4 














Versuch 26. 


Kinflub von Nalisalpeter 3,3%lo. Zwei Rollkulturen mit 
25°/0 Succharoselésung. Eine mit, die andere ohne KNO, 3,3°/o. 














, 
CQ, in einer Stunde 
Dauer In mg Tem- 
Datum ee aes 
des Versuchs [Saccharose ohne} Saccharose mit }| peratur 
KNO, KNO, 
21. I O4 2 Stunden 6.5 | 3,2 19° 
> — — 
» 4 8) 3.7 
19 on 
22.1. 04 2 . d4 | 0 19—20° 
3 Std. 30 Min. +2 | 0 
[7 Stunden - 0 
23. 1. O4 4 2.5 | 0 
:; | 
4 Std. 15 Min. 3,2 0 

















Versuch 27. 
EinfluB von 10°/o Kalisalpeter. 
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Datum 


Dauer 


des Versuchs 


CO, 


Saccharose ohne 


in einer Stunde in meg 


Saccharose mit 


Tem- 


peratur 

















KNO, KNO, 
24. I. 04 2 Stunden 10,0 0 {9° 
21/2 > 8.9 0) 
16 > 8.5 | 0) 
25. I. 04 3 > 4.7 Q 2a* 
3 > 4.0 1) 
rove 4.0 | () 


Nach buchner wird die Zymase durch Salpeter abge- 
Diese Erscheinung erkliirt sich nach den Versuchen 


schwiacht. 


von Gromow dadurch, dab Salpeter die Tatigkeit der proteo- 


lytischen Enzyme stark stimuliert, welche deshalb die Zymase 
schnell zerstort. 


Einflup von CaCl, 1°/o. 


Versuch 28. 


Aue Rollkulturen mit Saccharose- 


lisung, von denen einer CaCl, 1°/o zugesetzt und zwei mit Glu- 
hose (mit und ohne CaCl, 1°/o). 








COs in 1 Stunde in mg 











Jauer 7 “ 
Danet Saccharose Glucose Tempe- 
Datum des ; 
Vernicha ohne | mit ohne mit ratur 
| CaCle | CaCls CaCle CaCle 
4. XII. O3} 1 Std 13,8 ; ‘ 18° 
as 99 1,5 92 | 14 
1% Sta] 93 | O89 61 | 16 
1353/4» ins | es oes | 
5. XI. O38} 1S8t.40M 6.0 | 6.9 | 
I 15 » d, 0.6 1,7 13—18° 
1 Std. | | 
{ | 
7 
5 
2 






































T. Gromow und O. Grigoriew, 


CaCl, 1°/o schwiicht stark die Giirung, ebensowohl die 
der Glukose- als auch die der Saccharoselésung, weil dies Salz, 
wie Gromow gezeigt hat, die Wirkung der Endotryptase steigert. 


D). KinfluB der Konzentration der Lésungen. 
Versuch 29. 


Hinflup der Konzentrationder Saccharoselisung. Vier Zylinder 
mit O% 9, 190, 25/0 und 35%0 Saccharoselésung. 


Mittlere Menge CO, in 1 Stunde. (Drei Beobachtungen. ) 














COz in 1 Stunde in mg Tem- 
Versuchs- |... ay - se 
Saccharose | Saccharose | Saccharose | Saccharose | pera- 
age 
55 15 °/o 25 %/o 35 °/o tur 
> ( | | and 7 ¢ , a) - 

Am 1. 6.9 | 6.) 6.2 6.6 hs 
2. 5,2 D4 44 4.6 16° 
3. 4.2 43 | 3,8 4.5 16° 
» 4 2,0 i3 | 2.0 1,3 18” 

» 5 0 0 | 0 0 

| 














Versuch 30. 


Kinflup von Konzentration der Saccharoselésung 25°) ) und 
f0%o. Zymin: 1,974 g und 1,969 4. 














Dauer COe in 1 Stunde in mg 
Datum des Saccharose | Saccharose | Temperatur 
Versuchs 25 /o 40 °/o 
| 
19. V. O4 2 Stunden 6,4 6.4 20° 
| Stunde 8.0 8.0 
l 6.4 6.4 18° 
17 Stuuden — — 
20. V. O4 3 4.0) | 3,4 18° 
2 9.6 | 3.4 18—20° 
18 | — 
21. V. 04 2 Std. 45 Min. a3 | 3.2 18° 
214, Stunden | 3.0 18—20)° 
21 Stunden 
») 
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Also die Konzentration der Saccharosel6sung tibt keinen 
merklichen Einfluf{ auf die Menge der vom Zymin_ entwickelten 
Kohlensiture aus. 


Schlubfolgerungen. 


1. Das Zymin enthalt ein stark wirkendes proteolytisches 
Enzym. (Endotryptase E. Buchners.) (Versuch 1.) 

2. Die Arbeit der Endotryptase wird stark gehemmt durch 
Saccharose, Glukose, Lactose, Mannit und Glyzerin. (Versuch 
2 und 3.) 

5. Je konzentrierter die SaccharoselOsung, desto stirker 
ist ihre hemmende Wirkung auf die Arbeit der Endotryptase. 
(Versuch 4.) 

+. Die hemmende Wirkung derangefiihrten Nahrsubstanzen 
hiingt aller Wahrscheinlichkeit nach zusammen mit der Be- 
eiinstigung der Eiweibsynthese. In den zur Eiweifsynthese 
untauglichen Glykokolllésungen hingegen geht ein fast ebenso 
starker Zerfall vor sich, wie in Wasser. (Versuch 5.) 

5. Die Zerfallprodukte hemmen den weiteren Zerfall der 
Kiweifstoffe. (Versuch 6.) | 

6. Salpeter und Chlorcalcium stimulierten die Arbeit der 
Endotryptase, sowohl in Gegenwart von Kohlehydraten wie 
auch in Abwesenheit derselben. (Versuch 7 und 8.) 

7. Chinin und Alkohol wirken stark hemmend auf die 
Arbeit der Endotryptase. (Versuch 9.) 

8. In Rollkulturen scheidet Zymin verschiedene Mengen 
Kohlensiiture aus, je nach dem Nihrsubstrat. Auf giirungs- 
fiihigen Substanzen wird viel mehr Kohlensaéure ausgeschieden 
als auf Substanzen, welche keiner Giirung unterliegen, oder bei 
Selbstgiirung. (Versuche 10 und 11.) 

9, Mit giirungsunfiihigen Substanzen (Mannit, Lactose) 
und bei Selbstgiirung werden gleiche Kohlensiurequantitaten 
ausgeschieden. Folglich geht in beiden Fiillen nur ein Selbst- 
garungsprozeh auf Kosten des im Zymin befindlichen Glykogens 
vor sich. (Versuche 12 und 13.) 
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10. Die Menge der vom Zymin entwickelten Kohlensiiure 
nimmt allmihlich ab und wird endlich gleich 0. 

11. Das Aufhoren der CO,-Ausscheidung hiangt nicht von 
der Erschépfung des Niihrsubstrates, sondern von dem Ver- 
brauch des Zyminvorrats ab, da das Hinzuftigen neuer Zucker- 
mengen keine Girung hervorruft, withrend nach Zusatz neuer 
Zyminmengen wieder CO,-bildung erfolgt. (Versuch 14.) 

12. Nach Zusatz von neuem Zymin in den anfiinglich 
genommenen Mengen zu dem WNihrsubstrat mit gérungs- 
unfiihigem Zymin erfolgt von neuem CQO,-Ausscheidung, aber 
in viel gréBerer Quantitéit, obgleich die Zymin-Mengen in beiden 
Fiillen gleich waren. Folglich wird die Arbeit der neuen Zymin- 
menge durch die Anwesenheit der Girungsprodukte der ersten 
Zyminquantitét gefordert. (Versuche 14 und 15.) 

13. Die von 1 und 2 gZymin ausgeschiedenen CO,-Mengen 
verhalten sich zu einander nicht wie 1:2, sondern ungefiihr 
wie 1:3. Diese Tatsache findet ihre Erklérung in der. in 
S$ 12 erliiuterten stimulierenden Wirkung der Garungsprodukte 
der Zymase. (Versuche 15 und 16.) 

14. In der Luft und in sauerstofifreier Atmosphiire scheidet 
Zyimin auf verschiedenen Nihrsubstraten ungefiihr gleiche CO,- 
Mengen aus. (Versuche 17, 18, 19 und 20.) 

15. Die Konzentration der Saccharoselésung iibt keinen 
merklichen Einfluj aus auf die Menge der vom Zymin ausge- 
schiedenen Kohlensiiure. (Versuche 29 und 30.) 

16. In Gegenwart von Chinin oder Alkohol ist die Ge- 
samtmenge der ausgeschiedenen CO, bedeutend grofer, als in 
den WKontrollversuchen ohne Chinin oder Alkohol. Diese Er- 
scheinung wird nicht durch Forderung der Zymase durch Chinin 
bedingt, sondern findet thre Erklarung in der Verliingerung der 
Arbeitsdauer der Zymase. Chinin hemmt die Arbeit der pro- 
teolytischen Enzyme und ihre zerstOrende Wirkung auf die 
Zymase. (Versuche 21, 22, 25 und 24.) 

17. In Gegenwart von Kalisalpeter oder von Chlorcalcium 
scheidet Zymin bedeutend weniger CO, aus als in Abwesenheit 
dieser Salze, weil die sogenannten Substanzen die Arbeit der 
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proteolytischen Enzyme stimulieren, was zur raschen Zerstorung 
der Zymase fiihrt. (Versuche 26, 27 und 28.) 


18. Die Wirkungen giftiger Substanzen und verschiedener 
Salze auf die Zymase und die Endotryptase sind einander ent- 
gegengesetat. Substanzen, welche die Arbeit der Endotryptase 
hemmen, vergrobern gleichzeitig die Arbeitsfihigkeit der Zymase. 
Diejenigen Substanzen dagegen, welche die Arbeit der Endo- 
tryptase beschleunigen, wirken schadlich auf die Tiitigkeit der 
Zymase. 








Uber die Konzentration der Metallionen in eiweiBhaltigen 
Silbernitratlosungen. 
Von 
G. Galeotti. 


Mit einer Tafel, 


Der Redaktion zugegangen am 2. Juli 190+.) 


In einer friiher verdffentlichten Arbeit!) ist es mir ge- 
lungen, die Bedingungen des Gleichgewichts bei Systemen zu 
bestimmen, die aus einem Metallsalz (CuSO,, AgNO,), aus Al- 
bumin und Wasser entstanden waren. 

Hinsichtlich eines dieser Systeme habe ich nun meine 
Untersuchungen fortgesetzt und versucht, auch die Konzentration 
der Metallionen in der fliissigen Phase zu bestimmen, sowohl 
in dem Falle, wenn letztere allein das System darstellte, als 
auch wenn sie einen Teil eines zweiphasischen Systems (LOsung 
und Niederschlag) ausmachte. 

Die Loésung eines solehen Problems ist von hervorragender 
Bedeutung und zwar vor allem deshalb, weil sie uns das Nicht- 
auftreten der lonenreaktionen in den Lésungen der Salze von 
Schwermetallen erkliiren kann, die Albumin oder iihnliche Kol- 
loide enthalten: eine Tatsache, welche die Aufmerksamkeit der 
Chemiker und Physiologen in hohem Grad erregt hat.2) Weiter- 
hin ist mit dieser Frage ein praktisches biologisches Problem 
verbunden, welches darin besteht, da man bestimmen kann, 
wie das toxische und desinfizierende Vermodgen einer Metall- 
losung (das zum groften Teil von der Konzentration der Me- 

') Galeotti, Uber die sogenannten Metallverbindungen der Eiweif- 
korper nach der Theorie der chemischen Gleichgewichte, Diese Zeit- 
schrift, Bd. XL, Heft 5 u. 6. 

*) ef. Fano und Enriques, Sui cosi detti composti salino-proteici. 
Atti della R. Acead. dei Lincei, Vol. XII, pag. 491, 1903. 
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tallionen abhingig ist) schwankt, wenn die Lésung mit Eiweib- 
stolfen vermischt ist. 

Die Methode, deren ich mich bei der Bestimmung der 
Konzentration der Metallionen bediente, bestand einfach darin, 
dai} ich vermittelst der Poggendorf-Ostwaldschen Methode 
die E. Kk. einer Kouzentrationskette mah, die einerseits aus der 
zum Experiment dienenden Losung, andererseits aus einer dezi- 
normalen reinen SilbernitratlOsung bestand. 

Bekanntlich erhalt man diese Konzentration ©, sofort aus 
der Forme! 


; ; EK 
| er Oe —= l y C 
| k : O 0.0575 


in welcher ©, die Konzentration der Ag-lonen in der dezinor- 
malen Losung und E die gemessene E.K. ist. 

Die Mischungen von genau bestimmten Mengen genau 
titrierter Lésungen von Eleralbumin und Silbernitrat wurden 
einige Stunden lang geschiittelt, bis das Gleichgewicht herge- 
stelll war, und dann soregféaltig filtriert. Hierauf brachte ich 
einen Teil des Filtrats (ca. 5 cem) in ein GlasrOhrchen und 
tauchte eine Silberelektrode hinein, die ich vorher (vermittelst 
eines Gemisches von cyansaurem Kali, chlorsaurem Kali und 
Silbernitrat) sorgfiltig versilbert und zu wiederholten Malen 
abeewaschen hatte. In ein anderes iihnliches ROhrchen brachte 
ich etwas von einer ®/10 AgNO,-Losung und eine andere der 
ersteren vollstiindig gleiche Silberelektrode. Dann verband ich 
die beiden Fliissigkeiten durch einen feinen (sorgfaltig abge- 
waschenen und getrockneten) Streifen Filtrierpapier und mab 
die E.K. der auf diese Weise gebildeten Kette. Sobald ich die 
Messung ausgefiihrt hatte, entfernte ich die Papierbriicke und 
mah nach einiger Zeit nochmals, indem ich einen neuen Papier- 
streifen hinlegte, den ich sofort nach der Ablesung entfernte. 
So konnte ich leichte Schwankungen der E.K. beobachten; 
letztere wurde sehr bald konstant und konnte bis zu einem 
Zehntel Millivolt bestimmt werden. 

Die Loésungen wurden stets im Dunkeln in einer Schachtel 
aus Holz aufbewahrt, deren Wiinde mit schwarzem Papier 
bedeckt waren. 
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Die Temperatur betrug 17°. 

Zu den ersten Versuchen verwendete ich neutralisiertes 
und hierauf vermittelst Dialyse von dem Uberschu8 an Salzen 
befreites Eieralbumin. Bei’Versuch Nr. 4 verwendete ich kri- 
stallisiertes Eieralbumin, welches ich auf die S. 518 und 541 
meiner friiher verOffentlichten Arbeit beschriebene Weise erhielt. 


In einer ersten Reihe von Experimenten habe ich die 
Konzentration der Ag-lonen in Reihen von LoOsungen bestimmt, 
welche alle dieselbe Menge AgNO, enthielten, bei denen aber 
die Menge von Albumin variierte. 


1. Versuch. 


10 ccm einer "/10 AgNo,-Liésung wurden mit verschiedenen 
Mengen einer titrierten Albuminlésung vermischt, und dann 
wurde Wasser hinzugefiigt, bis das Gemisch 20 ccm ausmachte. 
Auf diese Weise erhielt ich L6sungen mit gleicher Konzentration 
von AgNO, und mit verschiedener Konzentration von Albumin. 
Diese Konzentrationen ergeben sich aus der folgenden Tabelle. 
Ich mub jedoch darauf aufmerksam machen, dab ftir die L6sungen 
C und D die entsprechenden Zahlen insofern nicht genau sind, 
als diejenigen kleinen Mengen von bBestandteilen, welche den 
Niederschlag bildeten, so berechnet wurden, als machten sie 
einen Teil der Losung aus: da der Niederschlag aber sehr 
gering war, so ist der Irrtum ein sehr unbedeutender. 














Zusammensetzung F.K. der| Konzen- 
der Liésungen Konzen- | tation der Eigenschaft 
nae tin. Se a Ag-lonen 
Albumin | AgNO, | H,O | tations- (e-lone in des Systems \ 
g ¢ — Mol. | cem kette einem Liter) 
Al 04516 0,001 | 20 0,3391 ]0,1029X10~*}) eine einzige 
By 03132 0,001 | 20 0,2610 }0,2349X10~°}{ — Lésung 
y 9. | ¢ A 244 —1 " 
GC] 0.2200 0,001 | 20) 0,0455 J0,1314X10 | Lisung und 
D]} 01066 0,001 20 0,0413 01555 x 107! | Prazipitat 
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2. Versuch. 

10 ccm einer "/34 Losung von AgNO, wurden mit verschie- 
denen Mengen einer titrierten Losung von Albumin vermischt, 
und dann wurde Wasser hinzugefiigt, bis das Gemisch 20 cem 
ausmachte. 








Zusammensetzung E. K. der} Konzen- : 
der Lisungen Konzen- | tation der Kigenschaft 
peated tahit bia ca Ag-lonen 
Albumin | AgNO, | H,O | "abions-7 (4 Ione in des Systems 
g |¢— Mol. | ccm kette einem Liter) 
| ! 
A 01548 | 0,0029 | 20 0.3054 10,3969 X 107 “Jeine einzige Lisung 
» 
By} 0.0186 | 0,0029 | 20 0.0872 [0.2475 X10" ~ | 
c} oo120 | 0.0029 | 20 | 0,0622 [0.6735 10—2] | LOsung und 
, _ = Prazipitat 
D} 0,00382 0.0029 20 0.0443 JO,1379 X10 

















Schon aus diesen Versuchen ersieht man, dal bei Hin- 
zufiigung von verschiedenen Mengen Albumin zu_ derselben 
AgNO,-Losung die Konzentration der Ag-lonen betrachtlich va- 
riiert und der Wert dieser Konzentration mit einem gewaltigen 
Sprunge sich plotzlich erhoht (z. B. von 0.21075 auf O,1K107? 
und von 0,4<10~-* auf 0,2*10~*), wenn man von albumin- 
reichen Losungen, die kein Prazipitat veranlassen (monophasische 
Systeme) zu Losungen iibergeht, in welchen sich ein Prazipitat 
gebildet hat (zweiphasische Systeme). 

Dieses Resultat brachte mich auf den Gedanken, man 
kOnne vielleicht durch dieses Mittel, niimlich durch die be- 
stimmung der Konzentration der Ag-Ionen, die Punkte festsetzen, 
bei welchen man von Lésungen, die zu einem monophasischen 
Felde gehéren, zu Systemen eines zweiphasischen Feldes iibergeht. 

Das nun folgende Experiment wurde zum Zweck einer 
solchen Bestimmung ausgefihrt. 


3. Versuch. 


Er wurde auf ahnliche Weise wie die vorhergehenden 


durchgefiihrt. 
Ich nahm niimlich eine bestimmte Menge einer "/10 LOsung 
von AgNO, und fiigte ihr verschiedene Mengen einer titrierten 


Du* 


—— 
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Albuminlésung hinzu, sowie Wasser, bis sie 16 ccm ausmachte. 
eine Gruppe von Lésungen mit gleichem AgNO,- 
mit verschiedenen 


So erhielt ich 
Gehalt 
Dieses Verfahren wiederholfe ich bei verschiedenen Gruppen 


und Konzentrationen von Albumin. 
von Losungen, indem ich bei jeder Gruppe die Menge von AgNO, 
erhohte. In der folgenden Tabelle sind diese verschiedenen 
Gruppen durch Linien von einander getrennt. 

Die Konzentration des Albumins (g in 16 ccm H,O) und 
des Silbernitrats (g—Mol. in 16 ccm H,QO) finden sich in der 
2. resp. 4. Kolonne, und in der 6. die dekadischen Logarithmen 
der Konzentrationen der Ag-lonen (log. ©). In der letzten Reihe 
ist dann verzeichnet, ob das System ein monophasisches (L6- 
sung allein) ist oder ein zweiphasisches (LOsung und Prazipitat). 
























































Bezeich- aie, | kK. K. der | Zusammen- 
nung der i H,O| AgNO, Konzen- | log C, sobeias 
Kurven trations- | 2 
(S. Fig.) . ro ee alee | des Systems 
0,028) 16 |0,00005] 01408 | 04614 — 4 — 
0,055| id. | id. 03031 | 06387 —7 | “sung und 
Kurve jy) 0.073) id. | id. 0.3462 | 0.8891 —8 | Prazipitat 
Aad’ 0,084 | id. id. 0.3715 | 04401 —8 | 7 _ 
O112| id. | id. ones | aang |) Or eee 
O68} id. | id. 0.3997 | 09581 — 8 | ie 
0.090 16 | 0,000L0) 01863 | 0.6700 — 5 | . 
0.100) id. | id. | 0.2536 | 04996 — 6 ——— und 
Kurve | Ot10. id. | id. | 0.3169 | 03987 —7 | Priizipita 
~} 0420) id. | id. | 0.3462 | 0.8891 —8 
— O140 id. | id. | 08551 | 0,7361—8 | Kine einzige 
0160 id. ! id. | 0.3577 | 0,6891—8 | Lisung 
0180 id. id. | 0.3628 | 0,6003 —8 
} | 
— - —] silhonesasineteibite osmpinanaiinisl 
0124) 16 |0,00015 | 02146 | 01778 —5 |) Lésung und 
- | O1B4 id. | id. | 0.3159 | 04160 —7 |f  Priizipitat 
Kurve ; | ia 
os QO142 id. id. | 03307 | 01587 — 7 | z — 
CcC’ | o196| ia. | ia. | 0.3623 | 0,6090 —8 |§ Eine einzige 
0.218 id. id. 0.3746 | 0.3951 —8 | Lésung 
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Bezeich- | Albu- | ELK. der Zusammen- 
nung der} «| H,0| AgNO, | Konzen- log C, setzung 
Kurven | — | trations- k se 
(S. Fig) |g |cem/g—Mol, kette eeennenre 
0,139 16 0.00020} 01676 | 0.9952 —5 7, 
ees | 0,157 | id. id. 0.2934 | 08073 —7 Priizipitat 
wel | 0,165) id. | id. 0.3272 | 0.2196 —7 | nee 
| 0,205) id. | id. 0.3516 | 0.7953 — 8 sesrinplineteuid ci 
0,245, id. | id. 0.3641 | 0.5778 —8 | Losung 
0.168} 16 |0,00025; 01415 | 04492 — 4 | sd 
Kurve || 0475] id. | id. 0.1634 | 0,0683 — 4 |) “Sune 
4] 0,184] id. | id. 0.2893 | 0.8786 —7 || Prazipitat 
BeE’ || 0.197! ia. | id. 0.3164 | 0.4070 —7 |) Eine einzige 
0,230} id. | id. 0,3341 | 0,0995--7 |J  Losung 
| 
| 0,207 | 16 |0,00030} 0.1452 | 0.3847 — 4 | ee 
Kurve || 0:230| id. | id. 0.2142 | 01848 —5 po 
vee, y| 0:287| id. | id. 02898 | 0.8700 —7 |) Prazipitat 
Pi 0,243) id. | id. | 0.3181 | 0.8778 —7 |) Kine einzige 
fees id. | id. 0.3520 | 0,7882—8 |J Losung 
0,262 | 16 |0,00035} 0.1685 | 0.9796 —5 |\ Lésung und 
0.279| id. | id. | 02881 | 0.8996 —7 |J Prazipitat 
Kurve || 288] id. | id. | 0.3272 | 0.2196 —7 
0,232| id. | id. 0.3537 | 0,7587—8 || 
GgG’ |) 9358] ia. | ia. | 0.3727 | 0.4281 —8 |} Emme emzige 
0,400} id. | id. 0,3857 | 0.2022 — 8 siaiene 
0,464 | id. id. | 0.3973 | 0,0005—8 
| 0,309 | 16 | 0.00040) | 0.2197 0,0891 — 5 |Lisung u. Prazipitat 
| 0,322) id. | id. 0.3358 | 0.0700 —7 | 
Kurve |, 361] id. | ia. 0.3468 | 0,8781—8 | 
| 0.413 id. id. 0.3721 0.4368 — 8 || Eine einzige 
HbH’ |) 9.464| id. | id. | 0.3879 | 0,1640—8 |{  Lisung 
| 0,516! id. | id. 0.3914 | 01031 —8 | 
0,568! id. | id. 0.3982 09848 —9 | 
| 
































Mit Hilfe der Zahlen dieser Tabelle habe 
Kurven der Tafel konstruiert. 

















ich sodann die 
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Auf letzterer stellen die Werte der Abszissen die Kon- 
zentrationen des Albumins dar (Gewicht des in 16 cem der 
Losung enthaltenen Albumins) und die Werte der Ordinaten 
die dekadischen Logarithmen der Konzentrationen der Ag-lonen. 
Ich muBte mich dieser logarithmischen Werte bedienen, da die 
Konzentrationen der Ag-Ionen innerhalb zu weiter Grenzen 
schwanken, als dai es moéglich ware, mit ihnen irgend eine 
Kurve zu konstruieren. 

Jede Gruppe von Lésungen mit gleichem Gehalt an AgNO, 
ist durch eine Kurve dargestellt, und die 8 Gruppen der vor- 
hergehenden Tabelle entsprechen einem Biindel von Kurven, 
die einander sehr iihnlich sind. Auf einer jeden von ihnen 
existiert ein Punkt (a, b, ce, d, e, f, g, h), dem entsprechend 
der Verlauf der Kurve sich plotzlich andert; dies beweist uns, 
da das Gesetz, dem zufolge die Konzentration der Ag-lonen 
von der Konzentration des Albumins abhiingig ist, fiir die durch 
den Ast Aa dargestellten LOsungen ein anderes ist als das Gesetz, 
welches fiir die durch den Ast aA‘ dargestellten Lésungen 
Giiltigkeit hat, und wenn wir einen Blick auf oben stehende 
Tabelle werfen, so sehen wir, daB die Lésungen des Astes Aa 
zweiphasischen, die des Astes aA‘ monophasischen Systemen 
angehoren: mithin gehért der Punkt a zur Grenze zwischen 
einem zweiphasischen und einem monophasischen Feld. Die 
Aufeinanderfolge der Punkte a, b, ce, d, e, f, g, h (die alle eine 
ithnliche Bedeutung haben wie der Punkt a) bezeichnet genau 
diese Grenze, d. h. eine Isotherme, welche den 58. 535 und 536 
meiner friiher verdifentlichten Arbeit gezeichneten ihnlich ist. 

Die hier in Betracht kommende Isotherme kann natiirlich 
nicht eine Gestalt haben, die derjenigen ahnlich ist, welche ich 
auf analytischem Wege erhielt, vor allem deshalb, weil das 
Koordinatensystem, nach welchem diese Kurven  entworfen 
wurden, ein ganz anderes ist, dann aber zweitens, weil diese 
Isotherme nicht so genau ist, wie die analytischen Kurven, da 
sie vermittelst einer synthetischen Methode erhalten wurde; 
ferner weil ich, wie schon im vorhergehenden angedeutet wurde, 
bei der Schiitzung der Konzentrationen in den zweiphasischen 
Systemen auch diejenigen kleinen Teile der Bestandteile, welche 


es 
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das Priizipitat bildeten, als einen Teil der LOsung ausmachende 
Elemente betrachten muBbte. Der Fehler ist klein, weil das Pra- 
zipitat stets sehr gering war, aber er ist nicht gleichgiiltig fiir 
eine vollige Ubereinstimmung zwischen dieser Isotherme und den 
auf analytischem Wege erhaltenen Kurven. 

Mehr jedoch als der Nachweis der Aquivalenz der auf 
diese beiden verschiedenen Weisen erhaltenen [sothermen inter- 
essierte mich die Tatsache, dai die Konzentration der Ag- 
Ionen beim Ubergang aus den zweiphasischen Systemen in 
monophasische einen Sprung macht, und dab die diesen Spriingen 
entsprechenden Punkte der Reihe nach so aufeinander folgen, 
dai sie eine Kurve beschreiben, die sehr wohl als die Grenze 
zwischen dem monophasischen und dem zweiphasischen Felde 
angesehen werden kann. 

Die Priifung der beiden Kurven GgG‘ und HhH*‘ libt 
auBerdem das Streben erkennen, welches die Konzentration der 
Ag-lonen (in Lésungen mit gleichem AgNO,-Gehalt) besitzt, ein 
Minimum zu erreichen, wonach die Hinzufiigung weiterer Mengen 
von Albumin nicht mehr imstande ist, wenigstens merklich die 
Konzentration zu andern. 


II. 


Nachdem ich so konstatiert hatte, dab in eiweiShaltigen 
Losungen mit gleichem AgNO,-Gehalt die Konzentration der 
Ag-lonen eine Funktion der Konzentration des Albumins ist, 
welche verschieden ist, je nachdem es sich um monophasische 
oder um zweiphasische Systeme handelt, versuchte ich, diese 
Funktion in diesem zweiten Falle zu bestimmen. In dieser 
Hinsicht ist es mir ndétig, einige theoretische Betrachtungen 
anzufiihren. 

Die Formeln, welche die Thermodynamik fiir den Fall 
der verdiinnten Loésungen abgeleitet hat. stiitzen sich auf die 
Annahme, daB man die Wechselwirkungen der gelésten Mole- 
kiile untereinander vernachlissigen darf. Dadurch werden die 
Funktionen Energie und Volumen (aus welchen man _ gerade 


den analytischen Ausdruck der Entropie und des thermodyna- 
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mischen Potentials erhiilt) lineiir und nur von der Anzahl der 
Molekiile eines jeden Bestandteiles abhiingig. 

Wenn aber einige der gelésten Substanzen sehr grofe 
Molekiilgewichte und Molekuflarvolumen besitzen, so sieht man 
ein, dab die oben erwiihnten Einfliisse nicht mehr unbeachtet 
bleiben koOnnen. 

Dies ist genau der von mir behandelte Fall, und aus den 
schon friher angestellten Experimenten kann man schlieben, dab 
die groben Molekiile des Albumins die Molektile des AgNO, sehr 
beeinflussen, indem sie namentlich ihre Dissoziation verandern. 

Fir diese Falle hat Jahn‘) die Theorie der verdiinnten 
LoOsungen erweitert, indem er die oben erwiihnten Funktionen 
Energie und Volumen in Reihe entwickelte und die Glieder 
zweiten Grades beriicksichtigte. 

Auf diese Weise wird der Ausdruck des thermodynamischen 
Potentials etwas komplizierter, bleibt jedoch stets anwendbar 
auf die Fille des Gleichgewichts, deren Erérterung mich jetzt 
interessiert. 

Ks wiirde keinen Zweck haben, an dieser Stelle die ganze 
Theorie Jahns anzufiihren; mir geniigt es, hier eines seiner 
Resultate zu verwenden. | 

Wenn C die Konzentration einer gesiittigten LOsung eines 
Nichtelektrolyten ist, C‘ die Konzentration derselben ebenfalls 
im Zustande der Siittigung, wenn sich aber in der Losung auch 
ein binarischer Elektrolyt befindet, bei welchem die Konzen- 
tration der nicht dissociierten Molekile ©, ist und ©, die Kon- 
zentration der Kationen, so besteht das Verhiiltnis 

In ll a. [Co Po + Ck (Pn + P21) 
C R 
in welchem KR die gewdhnliche Konstante der Gase ist, @po, 
abhiingt (auber von der Temperatur und von dem Druck) von 
der Wechselwirkung der nicht dissoziierten Molekiile des Elek- 
trolyten und der gelisten Molekiile des Nichtelektrolyten, ,, 
bezw. m,, von den Wechselwirkungen zwischen den Kationen 


1. Jahn. Entwurf einer erweiterten Theorie der verdiinnten 
Lisungen. Zeitschrift fir physik. Chemie, Bd. XLI, 5. 257, 1902. 
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bezw. den Anionen des Elektrolyten und den gelésten Molekiilen 
des Nichtelektrolyten. 

Man sieht, dafBi diese Gleichung nur Giiltigkeit hat fiir 
die fliissige Phase eines zweiphasischen Systems, weil C’ die 
Konzentration des Nichtelektrolyten im Zustand der Siattigung 
ist: d. h. diese Gleichung bewiihrt sich nur fiir die Losungen 
von Albumin und AgNO,, die im Gleichgewicht mit einem Pra- 
zipitat sind. 

Um diese Formel auf den vorliegenden Fall anzuwenden, 
wollen wir in dieselbe einfiihren die Konzentration der Gesamt- 
molekiile des Silbers, die wir ©, 


, hennen werden, wie wir direkt 


aus einer Analyse erhalten kénnen: 


Da Co = Cg — Cy 
ist, so erhalten wir 
/ ») - P 
~ : — [Ca Por + Ck (Oy, + Py — Por) | Ps 1 


worin C die Konzentration des Albumins in gesiittigter LOsung 
ist (ein Wert, den zu kennen natiirlich nicht moglich ist): 
C’‘ ist die Konzentration') des Albumins in einer AgNO, ent- 
haltenden Lésung und m das Modul der Logarithmen. 


Setzen wir 





I m 2 Por m 2 (Pit + Per — Por) : 
oe Sees sR log C B, R log C —= 7; 
so kénnen wir die Gleichung 1 schreiben 
a log C’+8C, +y7y Cp +1=0........... 2, 


folglich miissen die drei Grofen 


/ 


log C4, Cg und Cy. 


die man auf experimentellem Wege erhalten kann, fiir die 
oben angefiihrte Lineargieichung geniigen. 

Das folgende Experiment hat nun mir gerade zur Be- 
stiitigung dieser Theorie gedient. 





') Hier mufs ich bemerken, dafi C und C’ Molekularkonzentrationen 
ausdriicken sollten: da es aber nicht méglich ist, die Molekularkonzen- 
tration einer Albuminlisung zu bestimmen, so kénnen diese Werte durch 


; , ” _ CF : " 
Prozentsitze ersetzt werden, da ja das Verhiiltnis ~ sich nicht dndert 
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t. Versuch. 
System: Kristallisiertes Eieralbumin -+- AgNO, +- H,0. 


Ich bereitete 5 Mischungen aus diesen Bestandteilen in 
verschiedenen Verhiiltnissen, jedoch so, dab ich bei allen 5 
ein Priizipitat erhalten konnte. Die Priézipitate wurden filtriert 
und analysiert, wie ich in meiner friiheren Arbeit dargelegt 
habe. Ein Teil eines jeden Filtrats diente mir dazu, auf die schon 
beschriebene Weise eine Konzentrationskette zu konstruieren. 

In der folgenden Tabelle sind die erhaltenen experimen- 
tellen Daten zusammengestellt. 





FE. K. der 





Fieralbumin AgNO, 
¢ fiir 1 Liter ¢ fiir 1 Liter Konzentrationskette 
A 1.3715 4.254 0.0303 
B 12310 6.681 0.0229 
C O.S070 | 8.020 O.OL7S 
D 0.4690 | 10,257 0.0112 
E | 03223 | 13,967 0.0049 


Aus diesen experimentellen Daten erhiilt man sofort die 
Werte fiir log C’, C, und ©. folgendermaBen: 








log Ci C, | C. 
A 0.1372 0.02503 | 0.02416 
I} 0.0902 0.03931 |  0,03247 
C 0.9068 — 1 0.04718 0.03985 
1) 0.6674 — 1 0.06034 0.05191 
2 0.5083 — 1 0.08217 0.06680 


und aus diesen Zahlen habe ich vermittelst der GauBSschen 
Methode die anniihernden Werte der Koeffizienten a B ‘7 folgender- 
maben erhalten: 
a= — 1,507, B +. 37,27, y = — 72,06. 
Multipliziert man die oben angefiihrten Werte von log C‘, 
und C, der Reihe nach und addiert, so erhilt man: 











_— 
—— 


Uber die Konzentration der Metallionen ete, 34 





a < log C! B << C. t x C. summe 





a 
| 
A  —0,207 | +- 0,933 | — 1,741 | 1.015 
B |) — 0136 | +1,465 | — 2,341 | — 1,012 
C | +0,140 | + 1,759 | —2,872 | —0,973 
D +0501 12.250 | — 3,741 — 0.990 
E  --0,741 | +.3.063 | — 4,813 | — 1,009 





Die Zahlen der 5. Kolumne unterscheiden sich sehr wenig 
von — 1, mithin kann man die Schlufbfolgerung ziehen, dab 
die fiir die 5 Lésungen A, B, C, D und E gefundenen Werte von 
log C’, C, und ©, fiir die Gleichung 2 genigen. 

Fassen wir das Gesagte zusammen, so kOnnen wir sagen, 
dai die Anwesenheit von Eieralbumin bei den AgNO,-Losungen 
die Konzentration der Ag-lonen erheblich vermindert. 

Im allgemeinen ist diese Konzentration auberordentlich 
gering bei den monophasischen Systemen (LOsungen ohne 
Prizipitat), viel gréBer dagegen bei den Losungen, die zwel- 
phasischen Systemen angehoren. 

Erhalt man die Mengen von AgNO, und Wasser bestindig 
und Jat nur die Menge des Albumins verschieden sein, so 
sieht man, dab anfangs fiir kleine Mengen Albumin die Kon- 
zentration der Ag-lonen sehr schnell und nach einem gewissen 
Gesetze sich vermindert, hierauf sich ein Diskontinuitaétspunkt 
einstellt; alsdann nimmt diese Konzentration fiir grOBere Mengen 
Albumin einem anderen Gesetze gemiifi viel langsamer ab und 
strebt nach einem Grenzwerte, der sich nicht mehr andert, 
wie grobe Mengen von Albumin man auch hinzufiigen mag. 

Werden diese Erscheinungen graphisch dargestellt, so sieht 
man, daf die oben erwahnten Diskontinuitiétspunkte einer Kurve 
angehoren, welche ein monophasisches Feld von einem zwei- 
phasischen trennt: d. h. diese Kurve hat dieselbe Bedeutung 
wie die auf analytischem Wege in meiner friiheren Arbeit er- 
haltenen Isothermen. 
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Das Gesetz, von welchem die Konzentrationen des Al- 
bumins der nicht dissoziierten AgNO,-Molekiile und der Ag-Ionen 
in den Losungen, die einen Teil zweiphasischer Systeme aus- 
machen, abhangen, kann man in sehr einfacher Form erhalten, 
wenn man die Wechselwirkungen der gelésten Molekiile auf 
einander in Rechnung zieht. Diese Wechselwirkungen sind 
so betriichtlich, daB sie die Léslichkeit des Albumins und die 
Dissoziation des AgNO, sehr bedeutend modifizieren. 


Siena, Mai 1904. 
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Uber die Guanase. 
Von 
Walter Jones und C. L. Partridge. 


(Aus dem Laboratorium fiir physiologische Chemie an der Johns Hopkins-Universitat. 
Der Redaktion zugegangen am +. Juli 1904.) 


Ks ist wiederholt gezeigt!) worden, dai die Purinkérper, 
die bei der Selbstverdauung der Driisen gebildet werden, nicht 
identisch sind mit den Produkten, die man durch Hydrolyse 
der entsprechenden Nucleoproteide mit kochenden Mineralsiiuren 
erhilt. Im letzteren Falle liefern tatsichlich alle Nucleoproteide 
(Nucleinsiuren) Guanin und Adenin, wahrend die autolytischen 


Produkte fiir verschiedene Driisen verschiedene sind, wie die 
folgende Tabelle ergibt: 





Xanthin Hypoxanthin Guanin Adenin 





7 In grofen |. 
Thymus . iat Spurenweise fehl fehlt 





In grofen 


Nebenniere 
Mengen 


Spurenweise fehlt fehlt 








re fehit vorhanden vorhanden fehlt 














Diese anscheinende Anormalitiit kann nicht der Annahme 
dienen, dafi die Xanthinbasen der Selbstverdauung nicht aus 
der Nucleinsiiure stammen, seit gezeigt worden ist, dab die 
isolierten Nucleoproteide enzymatisch wirksam sind und_ bei 
der Verdauung dieselben Basen liefern, welche bei der Digestion 
der ganzen Driise entstehen. Die Sache erkliirt sich sehr ein- 
fach aus der Anwesenheit von Fermenten in den Geweben, 


') Diese Zeitschrift, Bd. XLI, S. 101 und Bd. LXII, S. 201. 
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wodurch Guanin in Xanthin, Adenin in Hypoxanthin und Hypo- 
xanthin in Xanthin iibergeftiihrt wird. Also 

1. C,H,N,O + H,O = C,H,N,O, ++ NH, 

2. C,H,N, ++ yO = C,H,N,O +- NH, 

3. C,H,N,O + O = C,H,N,0O,,. 

Da die Thymus und die Nebenniere eine tiberwiegende 
Menge Xanthin liefern, so kénnen diese Driisen eben alle drei 
Funktionen haben und die Spur Hypoxanthin muB als Uber- 
gangsprodukt bei der Uberfiihrung von Adenin in Xanthin be- 
trachtet werden. Die Milz kann offenbar Adenin in Hypoxan- 
thin iiberfiihren, aber keine vou den beiden anderen Ubertfiihr- 
ungen ermoglichen, sodab die Wirkung von Thymus und Leber 
mindestens von zwel Enzymen abhingig gemacht werden mub. 

Die Resultate der Kutscherschen!) Arbeit iiber Selbstver- 
dauung finden keine so leichte Erklirung. Er unterwarf 450 g 
vorher getrockneten Pankreas in alkalischer Fliissigkeit bei 40° 
ungefiihr 5 Monate der Digestion, und unter Anwendung einer 
sehr scharfen Methode der Analysen bekam er schlieblich: 

Guaninsilbernitrat 0.909 ¢ 
Adeninpikrat 1,619 
Hypoxanthinsilbernitrat 0,226 
Xanthinsilber 0,255 » 

Diese Resultate waren fiir uns sehr interessant, da ja das 
Hauptprodukt Adenin ist, eine Base, die wir unter den auto- 
lytischen Produkten keiner andern Drie finden konnten. Wir 
untersuchten deshalb die Nanthinbasen, die bei der Selbstver- 
dauung des Pankreas entstehen, bedienten uns aber der frischen 
Driise und wandten ein Isolierungsverfahren an, bei welchem 
selbst keine Xanthinbasen gebildet werden kOnnen, wie wir 
mit hiéiufigen Versuchen bewiesen haben.*) 

Wir erhielten Xanthin in bedeutend itiberwiegender Menge 
und eine kleine Quantitaét Hypoxanthin, konnten aber weder 
von Guanin noch von Adenin eine Spur nachweisen. 


‘FE  Kutscher, Die Endprodukte der Trypsinverdauung, Habil.-Schrift 
Marburg 1899, bei Karl J. Triibner, Sirafburg. 

2) Um Wiederholungen zu vermeiden, sei an dieser Stelle darauf 
hingewiesen, dafs jeder der hier beschriebenen Versuche durch einen 
Parallelversuch kontrolliert wurde. 
























































ae Mae aii 
Uber die Guanase 345 





Eine Mischung von 2030 g fein zerriebenem frischen 
Pankreas wurden mit 41 Wasser und geniigend Chloroform in 
einem gut verschlossenen Gefii} 36 Stunden in einem Thermo- 
staten bei 40° stehen gelassen. Das Produkt wurde mit 2 ecm 
30°/oiger Essigsiiture behandelt, zum Kochen erhitzt, filtriert 
und nach dem Erkalten stark mit Ammoniak alkalisch gemacht. 
Der kristallinische Niederschlag von Magnesiumammoniwnphos- 
phat, der entstand, fand sich fret von XNanthinbasen und das 
Filtrat wurde behandelt mit ammoniakalischer Silbernitratlosung. 
Nun wurde der Silberniederschlag in Wasser aufgeschwemmt, 
mit Salzsiiure zersetzt und dann die saure Fliissigkeit, nach 
Abfiltrieren vom Silberchlorid, mit Hilfe der bekannten Methode 
von Kriiger und Salomon!) auf Nanthinbasen untersucht. 

Wir bekamen schlieblich 1,50 g Xanthinnitrat und 0,250 ¢ 
Hypoxanthinnitrat, wiihrend Guanin und Adenin- sich nicht 
fanden. Das Xanthinnitrat wurde in die freie Base tiberge- 
fiihrt und analysiert. 

I, 0.2156 


g Substanz erforderten 10,20 cem Schwefelsiiure 
(1 com = 0.007814 g N). 


Il. 0.1813 


gy Substanz erforderten 8,52 cem Schwefelsiure 


Fur Xanthin 


berechnet gefunden 
I. il. 
N 36.84 36.97 36,72. 


Uber die Uberfithrung von Guanin in Xanthin durch 
das Pankreasenzym. 


Das Guanin fehlt nicht nur unter den Produkten der 
Pankreasselbstverdauung, sondern, wenn man es in ein Gefil, 
in dem diese Autolyse vor sich geht, hineinbringt, so verwandelt 
es sich sehr schnell in Xanthin, wie die folgenden Versuche 
zeigen werden: 

I. 1,2 g reines Guaninhydrochlorat wurden in 300 cem 
Wasser aufgeschwemmt, die Fliissigkeit sorgtiiltig mit Ammoniak 
neutralisiert und in ein GefiiB mit 500 g fein verteiltem Pankreas 
hintibergespiilt; nach Zusatz von Chloroform lieB man das Ganze 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXVI, S. 373. 
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3 Tage lang bei 40° stehen, worauf die Produkte auf Nanthin- 
basen untersucht wurden. Gleichzeitig wurde ein Kontrollver- 


such mit 500 ¢ Pankreas gemacht. 


" Xanthinnitrat Guaninhydrochlorid 
Im beschickten Gefiif: OLO86 0.640 
Beim Leerversuch: 0.520 nichts 
Xanthinnitrat. das aus Guanin 
entstanden ist: 0,226. 


So war also innerhalb dreier Tage ungefiihr 20°/o des 
hinzugefiigten Guanins in Xanthins tibergefiihrt. 

Il. 0.720 ¢ Guaninhydroehlorid wurden wie in Versuch | 
behandelt und in ein Gefaib mit 260 g Pankreassubstanz gefiillt. 
Die Digestion wurde 8 Tage fortgesetzt und ein Leerversuch 
mit 260 ¢ Pankreassubstanz gleichfalls angesetzt. 


Xanthinnitrat Guanin 
(Gruaninversuch: 0,770 keine Spur. 
Leerversuch: O.195 
Xanthinnitrat aus Guanin entstanden: 0.979. 


Danach war also innerhalb 8 Tagen das ganze Guanin 
verschwunden und ein Zuwachs an Xanthin aufgetreten, der 
80°) des eingefihrten Guanins entsprach. Wir sind sicher 
davon iiberzeugt, daf diese Uberfiihrung quantitativ erfolgt. 

Das beim zweiten Versuche gewonnene Xanthinnitrat 
wurde in die freie Base verwandelt und dann analysiert. 

I. 0.2027 ¢ Substanz erforderten 9.49 cem Normalschwefelsiure 
(1 cem = 0.007814 ¢ N.) 
Il. O.LS83 ¢ erforderten 883 cem Siiure. 


Fir Xantbin 


berechnet cefunden 
I. II. 
N 36.84 36.59 36.65. 


Das Enzym im Pankreas, welches diese Uberfiihrung von 
Guanin in Nanthin hervorruft, ist kein Trypsin, wie aus dem 
folgenden Versuch hervorgeht. 

Q.520 ¢ Guaninhydrochlorat wurde in Wasser aufge- 
schwemmt, mit Ammoniak neutralisiert und mit sehr wirksamem 
Pankreaspulver versehen, worauf man das Ganze 5 Tage lang 
ber 40° stehen lieb. Unter den Produkten, die entstanden 
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Uber die Guanase. 


waren, lieb sich keine Spur von Nanthin auffinden, wohl aber 
Guanin, das nach Uberfiithrung in das Hydrochlorat 0,480 g wog, 

Das Pankreas enthalt somit ein Enzym, das die 
Uberfiihrung von Guanin in Xanthin zustande bringen 
kann und dem wir den Namen «Guanase» geben wollen. 
Aus unserer friiheren Arbeit geht vollig klar hervor, dab ein 
-olches Enzym auch in der Thymus und Nebenniere existiert, 


jedoch nicht in der Milz.') Die Arbeit tber die Selbstverdau- 


ung der Milz erweist, dab Adenin in Hypoxanthin tbergetthrt 
werden kann auch bei Abwesenheit von Guanase, und diese 
Uberfiihrung kann man deshalb einem anderen Knzym (Adenase) 
zuschreiben, das offenbar in der Thymus, der Nebenniere und 
dem Pankreas vorkommt. 

In Beziehung auf die oben zitierte Arbeit von Kutscher 
wird folgender Versuch von Interesse sein. Ein Quantum 
Thymusdriisensubstanz wurde mit Wasser extrahiert und das 
Nuecleoproteid mit Essigsiiure gefillt; der Niederschlag sodann 
abzentrifugiert, vollstiindig ausgewaschen, in Wasser aufge- 
<chwemmt und unter sorefiltigem Zusatz von Natriumkarbonat 
gelOst. Ungeléste Partikelchen wurden dann durch die Zen- 
trifuge entfernt und dann das Nucleoproteid wieder mit Essig- 
siiure ausgefillt. Dieser Reinigungsprozebh wurde so oft wieder- 
holt, bis man schhieBlich eine schwach alkalische Losung des 
Nucleoproteids erhielt, die nur noch opaleszierte. 

Nur die Hiilfte dieser Losung wurde schwach mit Essig- 
siiure angesiiuert und 5 Tage lang bei 40° digeriert. Das 
Nucleoproteid war offenbar stark enzymatisch wirksam, denn 
am Ende der Digerierung lieb sich ein bedeutendes Quantum 
\anthin, direkt fallbar mit Silbernitrat und Ammoniak, nachweisen, 

Aus der anderen Halfte der enzymatisch wirksamen 
Nucleoproteidlésung wurde das Nucleoproteid mit Essigsiiure 
vuseefallt, gewaschen und mit Alkohol und Ather getrocknet. 
Nach 2wochentlichem Stehen im Exsikkator wurde die Substanz 
it Wasser aufgeschwemmt, durch Zusatz von Natriumkarbonat 
eelOst und nachdem man sie mit Essigsiture wieder schwach 





1) Die Anwesenheit von Guanase in der Leber soll schheflich noch 
nh emer spiteren Publikation erwiesen werden. 


vel py stenen web, Unter den rrodukten, die entstanden 
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sauer gemacht hatte, 3 Wochen bei 40° digeriert. Von Zeit 
zu Zeit wurde ein Teil der Fliissigkeit entfernt und auf XNan- 
thinbasen untersucht, jedoch stets mit negativem Erfolg. 

Dieser Versuch mit der Thymus erweist zwar nicht, dab 
die in Rede stehenden Pankreasenzyme durch die Behandlung 
mit Alkohol und Ather auBer Tiitigkeit gesetzt oder beseitigt 
wiiren, ist aber von besonderem Interesse im Hinblick auf die 
Tatsache, dab Kutsceher bei dem oben zitierten Versuch haupt- 
siichlich die durch Hydrolysen zu gewinnenden Purinbasen er- 
hielt und nicht diejenigen, welche durch die Autolyse gebildet 
werden. 
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Zur Kenntnis der Spaltungsprodukte des Cystins. 
Von 
K. A. H. Morner. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des Karolinischen mediz.-chir. Institutes 
in Stockholm.) 


Der Redaktion zugegangen am 7. Juli 1904. 


Bekanntlich ist E. Baumann dureh eine Reihe von Ar- 
beiten, welche von ihm und seinen Schilern ausgetiihrt wurden, 


zu der Ansicht gelangt, dafi das Cystin (aus Harn) ein Disulfid 


der aa-Aminothiomilchsiiure sei. KE. Friedmann?) findet bei 
/ der besprechung dieser Arbeiten, dab Baumann fir die a-Stellung 
des Schwefels keinen bindenden Beweis geliefert hat. Selber 
konnte Friedmann bei Bearbeitung des Cystins (aus Horn- 
spiinen) nach Jochem £-Thiomilchsiiure darstellen und in der 
Form des Disulfids rein gewinnen: die Priifung der rohen 
Thiomilchsiiure durch die Farbenreaktion mit Kupfersulfat 
zeigte keine a-Thiomilchsaiure an. Durch Oxydation von Cystin 
(oder Cystein) mit Brom konnte er eine Sulfosaure des Cysteins, 
Cysteinsiiure genannt, darstellen. Durch Erhitzen dieser Saure 
mit Wasser auf 235° gelang, unter Abspaltung von Kohlen- 
siiure, die physiologisch sehr bedeutungsvolle Uberfiihrung der- 
selben in Taurin. Die Bindune des Schwefels und der Amino- 
gruppe an verschiedene Kohienstoflatome wurde dadurch erwiesen. 
Zu derselben Auffassung beziiglich der Bindung des Schwe- 
fels und der Aminogruppe gelangte C. Neuberg?) durch Oxy- 
dation des Cysteins mittels Salpetersdéure, wobei [siithionsaure 
'! Friedmann, Beitriige zur chem. Physiologie und Pathologie, 

1902, Bd. 3, S. 1—46. 


2) (C. Neuberg, Ber. d. d. chem. Gesellsch., Bd. XXXV, 1902, 


-~ 
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gebildet wurde. Spiiter haben C. Neuberg und P. Mayer!) 

angegeben, dab man zwischen zwei Cystinformen — der a-Thio- 

8-Aminopropionsiure, die sich in Cystinsteinen findet, und der 

a-Amino-B-Thiopropionsiiure, die im Korpereiweib enthalten ist 
zu unterscheiden habe. 

Seitdem hat KE. Erlenmeyer jun.?) a-Amino-B-Thiopro- 
plonsiiure und daraus Cystin synthetisch dargestellt; die néiheren 
Angaben und die Beschreibung dieses Cystins sind noch nicht 
zuginglich gewesen. 

Khe ich zur Beschreibung meiner Darstellung von a-Thio- 
milchsiiure aus dem Cystin tibergehe, will ich einige Reaktionen 
der a- und der B-Thiomilchsiiuren besprechen, da die Angaben 
der Literatur in einigen Punkten unvollstiindig sind. Die Siuren 
wurden nach Lovén®) synthetisch dargestellt, die a-Siiure aus 
Brenztraubensiiure und die B-Siiure aus B-Jodpropionsiiure. Die 
beiden Siiuren sind sirupds, leicht loslich in) Wasser, und 
wandern aus wiisseriger Losung sehr leicht in Ather tiber. Ihr 
Geruch ist eigenartig und fiir die beiden Siuren verschieden. 
Beide Siiuren geben bei der Erhitzung mit Natronlauge und 
Bletacetat allmiithlich eine Abscheidung von Schwefelblei. Beide 
Siiuren geben, auch in sehr verdiinnter Losung, mit Nitroprus- 
sidalkali und Natronlauge eme sehr schone purpurrote Farbe, 
die bald verschwindet. 

bei Zusatz von Eisenchlorid geben sie eine bald voriiber- 
vehende blaue Farbe. 

Bei Zusatz von einem Tropfen sehr verdiinnter Eisen- 
chloridlésung und etwas Ammoniak, welche Reaktion in der 
Literatur als fiir die Thioglykolsiiure charakteristisch angegeben 
wird, gibt die a-Thiomilehsiiure, ebenso wie die Thioglykolsiure 
eine sehr bestindige, schéne rotviolette Farbe: das Verhalten 

') C. Neuberg und P. Mayer, Vortrag in d. d. chem. Gesellsch. 
zu Berlin, 25. Mai 1903. Zitiert nach der Angabe bei J. Wohlgemuth, 
Diese Zeitschrift. Bd. XL. 1908, S. 82. —- Der Bericht tiber Neubergs 
und Mayers Untersuchung ist, so viel ich weif, noch nicht erschienen. 

K. Erlenmeyer jun., Ber, d. d. chem, Gesellsch., Bd. XXXVI, 
1903, S. 2720. 


J. M. Lovén, Journal f. prakt. Chemie, N. F., Bd. 29, 1884, 


*) 


S. 366. 
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war dasselbe, wenn die a-Siiure aus dem reinen Disulfid durch 
Reduktion bereitet worden war. Die B-Thiomilchsiiure, aus dem 
Disulfid bereitet, gab eine iihnliche Erscheinung: die Farbe 
verschwand aber bald. Diese Reaktion ist also nicht fiir die 
Thioglykolsaure charakteristisch, sondern wird ebenso gut von 
der a-Thiomilchsiiure gegeben und gewissermabien auch von 
der B-Thiomilchsiiure. 

Nach Loven gibt die a-Thiomilchsiiure mit einem iiber- 
schiissigen Kupferoxydsalz (nicht Kupferchlorid) eine tiefviolette 
Losung (keinen Niederschlag, wie die isomere B-Thiomilchsiiure 
und wie die Thioglykolsiure), welche bei Uberschu8 von Thio- 
milchsiiure entfirbt wird; nach Friedmann kann man hinzu- 
fiigen, dab die Farbung bleibend ist. Die B-Thiomilchséure gibt 
nach Lovén mit Kupfersulfat einen «lichtvioletten Niederschlag », 
welcher bald schmutzig griin wird; ist das Kupfersalz nicht 
Uberschiissig, so entsteht ein gelber amorpher Niederschlag, 
der bei Erwirmen weil} und kristallinisch wird. Diese Be- 
schreibung ist aber etwas unvollstiindig: auch die reine, durch 
Reduktion des Disulfids dargestellte a-Siiure kann mit Kupfer- 
sulfat eine gelbgraue Fiillung geben. Dies ist der Fall, wenn 
die Wasserlosung der Séure nicht zu verdiinnt ist und das 
Kupfersulfat in nur geringer Menge zugesetzt wird; dann tritt 
eine schnell voriibergehende braunviolette Firbung auf, und es 
entsteht eine reichliche Ausscheidung eines gelblichen Nieder- 
schlags; setzt man dann mehr Kupfersulfat hinzu, tritt die 
Fiirbung auf und wird dauerhaft; der Niederschlag scheint sich 
zum Teil aufzulésen: eine braunviolette Fallung bleibt aber be- 
stehen. Wenn man aber zu einer hinreichend verdiinnten, 
Wiisserigen Losung der a-Thiomilchsiiure auf einmal einen Uber- 
schuB von Kupfersulfat zusetzt, so entsteht eine bleibende, 
schone, violette Farbe ohne Triibung der Fliissigkeit. Die aus 
dem Disulfid dargestellte B-Siiure gibt mit Kupfersulfat einen 
gelblichen Niederschlag, ohne dafi eine violette Farbung zu 
sehen ist; der Niederschlag ist auch in ganz verdiinnter Losung 
wahrnehmbar. 

Nach Suter!) gibt die a-Thiomilchsiiure ein gut kristal- 


1) Suter. Diese Zeitschr., Bd. XX, 1895, S. 578. 
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lisierendes Benzylderivat, wenn sie mit Benzylchlorid und Alkali 
geschiittelt wird. Die Benzyl-a-Thiomilchsiiure habe ich in fol- 
gender Weise gereinigt: die Siiure wurde mit Soda gelost, die 
Losung mit Salzsiiure zu eben beginnender Tribung versetzt, 
mit Tierkohle versetzt und filtriert: zum klaren Filtrat wurde 
noch Salzsiiure gesetzt, bis die milchige Triibung nicht weiter 
zunahm: beim Umriihren bildeten sich Kristalle beinahe augen- 
blicklich und setzten sich ab, wobei die Fliissigkeit klar wurde. 
Die Kristalle bildeten liingere oder kiirzere Prismen, deren 
Enden durch zwei schriige Fliichen begrenzt waren. Sehr oft 
waren die Prismen zu Platten umgestaltet. Der Schmelzpunkt 
der Kristalle war 761/29 (unkorr.): ich fand ihn also ein wenig 
hoher, als von Suter angegeben wird (74°). Die Kristalle sind 
nur wenig léslich in Wasser und in Erdolither, leichter in ge- 
wohnlichem Ather und leichter in Alkohol. Beim Erhitzen mit 
Natronlauge und Bleiacetat geben sie kein Schwefelblei. 

Die B-Thiomilchsiiure gab mir auch ein ebenso gut kristal- 
lisierendes Benzylderivat, das jedoch in Wasser leichter lOslich 
zu sein schien. Die Grundform dieser Kristalle schien die 
von rhombischen Tafeln zu sein, welche aber oft ganz schmal 
waren. Der Schmelzpunkt der Kristalle war &81—811!/2°. 

Kin Gemenge gleicher Teile der beiden benzylmilchsiiuren, 
durch gemeinsames AuflOsen in Soda und = Ausfiillen bereitet, 
begann schon bei 54° zu schmelzen und war bei 60° voll- 
stiindig geschmolzen, also bei emer betrichtlich niedrigeren 
Temperatur, als wie die einzelnen Sauren. 

Bei gelinder Oxydation gehen die Thiomilchséuren in 
Disulfide tiber. 

Das Disulfid der a-Thiomilchsaure, die a-Dithiodilactyl- 
siture, entsteht leicht ber Zusatz von Eisenchlorid oder Jod 
zur wiisserigen Losung der Siiure: weniger leicht durch die 
Kinwirkung der Luft. Dieses Disulfid lOst) sich schon bei ges 
wohnlicher Temperatur reichlich in Wasser, und bei gelindem 
Erwirmen ist es darin sehr leicht lOslich. Erst aus ziemlich 
konzentrierter LOsung kristallisiert es aus: es hat grofe Neigung, 
Efflorescenzen zu bilden: die Reinigung durch Umkristallisation 
bietet deshalb Schwierigkeiten dar. Das Disulfid ist in Wein- 
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geist und in Ather leicht lislich: aus wiisseriger Liésung geht 
es leichter und vollstiindig in Ather iiber. Die Lésung_ in 
einer geringen Menge Ather scheidet bei Zusatz von Erdél- 
iither Gruppen von nadelformigen Kristallen ab: auch in dieser 
Weise bietet doch die Reinigung Sechwierigkeiten dar. Der 
Schmelzpunkt der Kristalle wird von Loven zu 142° ange- 
geben; zwar ist es mir gelungen, diesen Schmelzpunkt zu er- 
reichen: in einer Darstellung blieb aber trotz mehrmaliger 
Umkristallisation der Schmelzpunkt bei 135° konstant. Die 
Thiomiichsiure kann in stereoisomeren Formen vorkommen;: 
dies kann doch nicht in diesem Falle zur Erkliirung des Ver- 
haltens herangezogen werden. Wie es zu erwarten war, zeigte 
sich die Loésung der aus Brenztraubensiiure dargestellten a-Di- 
thiodilactylsiiture optisch inaktiv. Die Schwierigkeiten, dieses 
Disulfid rein zu erhalten, machen es zur Identifizierung der 
a-Thiomilchsiiure weniger geeignet. Das Disulfid gibt Schwefel- 
blei beim Erwiirmen mit Natronlauge und Bleiacetat. Die Re- 
aktionen mit Eisenchlorid, Kupfersulfat und Nitroprussid- 
natrium fallen negativ aus. 

Die B-Dithiodilactylsaure ist viel schwerer lOslich in kaltem 
Wasser als wie das eben erwiihnte Disulfid der a-Siiure und 
scheidet sich leicht in blattchen aus. Nach dem Auflésen in 
kochendem Wasser scheidet es sich bei der Abkiithlung leicht 
aus und kann in dieser Weise leicht gereinigt werden. Den 
Schmelzpunkt fand ich bei 155°; in der Litteratur findet man 
die Ziffern 153—154°. Zur Identifizierung der B-Thiomilch- 
siiure ist die Darstellung des Disulfids gut geeignet. Friedmann 
hat diesen Weg befolgt. 

Ein Gemenge von gleichen Teilen der Disulfide der a- 
und der 8-Thiomilchsiiuren, durch Abdampfen der Losung im 
Alkoholither bereitet, begann schon bei 115° zu schmelzen 
und war bei 133° voéllig geschmolzen. Ein durch Zusammen- 
reiben der Disulfide bereitetes Gemenge verhielt sich beinahe 
in derselben Weise. 

Die in der folgenden Untersuchungsserie studierten Zer- 
<etzungsprodukte des Cystins wurden durch Erhitzen der wasserigen 
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Losung von salzsaurem Cystein gewonnen. Nach verschiedenen 
Versuchen habe ich das folgende Verfahren am besten gefunden. 

Das Cystin wurde durch Zinn und Salzsiure zu Cystein 
reduziert. Die durch SchwWefelwasserstoff von Zinn befreite 
Losung wurde bei niedrigem Drucke auf dem Wasserbade bis 
zum Trocknen abdestilliert. Der Riickstand wurde in einer 
hinreichenden Menge Wasser gelOst, sodaf} die LOsung weniger 
als 2° 9 Substanz enthielt. Diese Losung wurde (etwa 1 Stunde) 
in dem Siedtopfe auf 140—145° erhitzt, bis der herausgelassene 
Dampf ein mit Bleiacetatlbsung getriinktes Papier ziemlich 
stark schwiirzte. Die LOsung wurde dann mit Zinn und Salz- 
siiure in der Wiirme behandelt, das Zinn mit Schwefelwasser- 
stoff entfernt und die Lisung mit Ather ausgeschiittelt. Die 
wiisserige Loésung wurde noch einmal bei niedrigem Drucke 
abdestilliert und weiter, wie beschrieben, erhitzt usw.  Das- 
selbe Verfahren wurde wiederholt, bis eine Probe der mit 
Ather erschépften wiisserigen Lisung nach Abstumpfen der 
Siiure keine oder nur ganz schwache Blaufiirbung mit Elsen- 
chlorid gab und die Zersetzung des Cysteins also eine voll- 
stiindige war. 

Die iitherischen Losungen wurden durch Schitteln mit 
ein wenig Wasser gewaschen, zum gréberen Teil abdestilliert 
und nach Zusatz von Wasser lieB ich den Ather freiwillig ver- 
dunsten. Die wiisserige LOsung wurde, wie unten beschrieben, 
auf die Gegenwart von Thiomilchsiiure gepriift. Diesen Riick- 
stand habe ich auch mehrmals auf Brenztraubensiiure unter- 
sucht. Wie ich in einer vorigen Mitteilung erwahnt habe, ') 
konnte ich nur einmal eine geringe Menge eines Hydrazins 
daraus erhalten, welches die Gegenwart dieser Siiure andeutete. 

Zur Begriindung des oben beschriebenen Verfahrens_ will 
ich folgendes anfiihren. Die Temperatur 140° scheint die 
geeignetste zu sein: eine niedrigere Temperatur wirkte nicht 
kriiftig genug; bei einer Temperatur tiber 150° scheint die 


Thiomilehsiiure allzuleicht zerst6rt zu werden. — Wenn die 
Losung zu konzentriert ist. setzt sich eine harzige, schwefel- 
haltige Masse ab. — Die Gegenwart von einer gréBferen Menge 





'' K. A. H. Mirner. Diese Zeitschrift, Bd. XLU, S. 130, 1904 
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freier Salzsiiure scheint die Spaltung des Cystins eher zu 


hemmen als zu befOrdern. — Erhitzen von Cystin mit Salz- 
siure und Zinn auf 140° (um einer besonderen Darstellung 
des Cysteins zu entgehen) gab mir keine Thiomilchsiiure. — Beim 
Erhitzen einer neutralisierten Cysteinlosung auf 140° mit amal- 
gamiertem Aluminium fand zwar Spaltung statt. und es wurde 
ebenfalls Wasserstoff entwickelt: die Ausbeute an Thiomilch- 
siiure war aber sehr gering. 

Die nach Verdunstung der oben erwiihnten dtherischen 
LoOsungen erhaltene wiisserige LOsung war durch eine nur ge- 
ringe Menge Substanz von Salbenkonsistenz getriibt. Diese 
Substanz war schwefelhaltig und gab Schwefelblei beim = Er- 
hitzen mit Natronlauge und Bleiacetat. Sie konnte nicht weiter 
untersucht werden. 

Die filtrierte wiisserige Lisung des Atherriickstandes gab 
iibereinstimmend in den ausgefiihrten Versuchen folgende Ke- 
akuionen einer Thiomilchsiiure: Geruch wie a-Thiomilchsiiure. 
Fiillung mit Quecksilberchlorid. Mit) Nitroprussidalkali und 
Natronlauge eine schoOne Purpurfarbe, die binnen kurzem_ ver- 
schwand. Mit Eisenechlorid eine schnell verschwindende blaue 
Farbe. Mit einer kleinen Spur Eisenchlorid und ein wenig Am- 
moniak eine schéne, bestiindige rotviolette Farbe. Mit Kupfer- 
sulfat, in geringer Menge zugesetzt, eine voriibergehende braun- 
violette Farbe und einen reichlichen graugelblichen Nieder- 
schlag: mit mehr Kupfersulfat entstand eine bestindige, violette, 
etwas ins Briiunliche gehende Farbe. Die Fliissigkeit war dann 
meistens mehr oder weniger triibe. Die Losung gab beim Er- 
hitzen mit Natronlauge und Bleiacetat eine Abscheidung von 
Schwefelblei. 

Daf a-Thiomilchsiiure vorlag, wird durch den Geruch, 
das Verhalten gegen eine Spur Eisenchlorid und Ammoniak 
und durch die Kupfersulfatreaktion angegeben. Zur niiheren 
Untersuchung wurde in mehreren Versuchen das Benzylderivat 
nach Suter durch Schiitteln mit Benzylechlorid und Natron- 
lauge dargestellt. Die gereinigte Benzylverbindung hatte immer 
das Aussehen der Benzyl-a-Thiomilchsiure und schmolz (auf 
demselben Thermometer) immer gleichzeitig mit einem synthe- 
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tisch dargesteliten Priiparat derselben bei 76 bis 764/2° Da 
die benzyl-p-Thiomilchsiiure und ebenso ein Gemenge der beiden 
Benzvithiomilehsaiuren bei anderer Temperatur schmolzen, be- 
stand die Benzylverbindung aus reiner Benzyl-a-Thiomilchsiiure. 
Kinmal wurde das Priparat durch Ubergieben mit einer ge- 
ringen Menge Benzol (worin die Substanz nicht wenig lOslich 
war) und Zusatz von Erdolither fraktioniert: die beiden, etwa 
gleich groben Fraktionen hatten denselben Sehmelzpunkt (76! 2°) 
und denselben Schwefelgehalt. 

Die Analysen von fiinf verschiedenen Praparaten der 
Benzvl-a-Thiomilchsaure aus Cystin gaben folgende Ergebnisse: 

Priiparat I Bei der Schwefelbestimmung durch Verbrennen mit 
Natriumhydroxyd und Salpeter usw. gaben 0.1142 g Substanz 0.1344 ¢ 
BasO,. Der Schwetel 0.0184 g = 16,13 S. 

Priiparat Il Bei der Schwefelbestimmung gaben 0.1186 ¢ der 
Substanz O1404 ¢ BaSO,. Der Schwefel also 0.0193 g = 16,25° 0 

Priiparat Il. Die Schwefelbestimmung in 00,1033 ¢ gab 0.1227 g 
BaSQ, O.OLG8S ¢& Schwefel = 16.31° 5 S. 

Priparat IV. Bei der Bestimmung des Kohlenstoffs und Wasser- 
stoffs dureh Verbrennung in Sauerstoff mit vorliegendem Kupferoxyd, 
Bleichromatasbest und Kupfer gaben 0.2538 g 0.5708 ¢ CO, und 0,1446 ¢g 
HO. was 0.1557 ¢ Kohlenstoff = 61,349. C und 0.0162 g Wasserstoff = 
6.39 H entspricht. 

Ber der Schwefelbestimmung gaben 0,1514 g der Substanz 0,1800 g 
BasO,, was 0.02471 g Schwefel oder 16,32° 5 entspricht. 

Priiparat V. Bei der Bestimmung des Kohlenstoffs und Wasser- 
stoffs wie in Priiparat IV gaben 0.2557 g der Substanz 0.5281 ¢ CO, und 
0.1312 ¢ HLO, was 0.1440 g Kohlenstoff — 61,1190 C und 0.0147 g Wasser- 
stotl 6.24 H entspricht. 

Berechnet ftu 
Benzvithiomilchsiure Gefunden 
© H,O.8: Prip. I. Priip. I. Prip. HI. Prap.{1V. Prap. V. 
C 61.16? _ 61,3490 61,11 9/0 
Ho 618 - : ~ 6,39%)o — 6.24%o 
S 16.342 0 16.13% 0 16.25°0 =616.31% = 16,32%,o 

In noch einem Versuche habe ich die erhaltene Thio- 
milchsiiure durch Oxydation mit Eisenehlorid in das Disulfid 
ibergefiihrt, welches durch Ather aufgenommen und nach Ein- 
trocknen der Atherl6sung durch mehrmalige Umkristallisation 
aus Wasser gereinigt wurde. Das Disulfid verhielt sich wie 
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das aus Brenztraubensiiure bereitete Disullfid der a-Thiomilch- 
siiure. Die oben erwiéhnten Schwierigkeiten ber der Reinigung 
machten sich auch hier bemerkbar. Die auf dem Boden des 
Kristallisationsgefiibes gebildeten Kristalle wurden von den an 
den Wiinden befindlichen Efflorescenzen getrennt und fiir sich 
bearbeitet. Das so erhaltene reinste Priiparat hatte den Schmelz- 
punkt 158°, also ein wenig niedriger, als er ftir die reine 
a-Dithiodilactylsiure angegeben wird (142°): wie oben erwiihnt, 
kam es aber auch bei der Darstellung dieser Siture aus Brenz- 
traubensiiure vor, daf der Schmelzpunkt, trotz aller Versuche, 
dieselbe zu reinigen, elwas zu niedrig gefunden wurde. Die 
Kristalle waren wasserfrei. [hr Aussehen und Loslichkeit stimmten 
mit der a-Siure tberein und waren ganz verschieden von denen 
der B-Siiure. 

Der Schwetelgehalt des Priiparates stimmte mit demjenigen 
einer Dithiodilactylsiiure gut tiberein. 

Q,1567 der Substanz (bei 110 getrocknet) gaben nach der Ver- 
brennung mit Natriumhydroxyd und Salpeter usw, 0.3500 ¢ BaSO,, was 
0.04806 ¢ 8 30,62°/o S entspricht. 

Berechnet fiir 
Dithiodilactylsiiure Gefunden 
CH, 0,8. 
S 30.51%o 30,62 ° 0 

Kine andere, aus den Efflorescenzen erhaltene Kristall- 
‘raklion begann schon bei 107° zu schmelzen und war bei 115° 
vollstandig geschmolzen; sie enthielt) offenbar ein Gemenge 
verschiedener Substanzen. Da die Zergliederung dieses Gemenges 
durch Kristallisation nicht gelang, wollte ich durch Analyse 
desselben und Untersuchung der Mutterlauge Aufschlub iiber 
seine Bestandteile zu gewinnen suchen. 

Bei der Bestimmung des Schwefelgehaltes der Kristalle wurden 

is 0.1234 ¢ der Substanz 0.2771 g BasSO, erhalten, was 0.03805 g¢ Schwefel 
30,830 S entspricht. 

Der Schwefelsiiuregehalt bot also keine auffallende Ab- 
velchung von einer Dithiodilactylsaure dar. Dab der niedrige 
~chmelzpunkt nicht durch Thiodilactylsiture (17,98 °0 S) bedingt 


var. kann als abgemacht betrachtet werden. 
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Die Abweichung des Schmelzpunktes von demjenigen der 
svnthetisch dargestellten Siiure kann nicht durch die Gegenwart 
eines optisch aktiven Disulfids erklart werden. Auch die Losung 
des aus Cystin dargestellt¢n Disulfids erwies sich als optisch 
Inaktiv. 

Man konnte ferner an die Moglichkeit denken, dafi das 
Priparat neben a-Dithiodilactylsiiure auch das Disulfid der £- 
Thiomilchsiiure oder der Thioglykolsiiure enthielt. 

Zur Priifung auf die B-Thiomilchsiiure wurden die Kristalle 
in Wasser gelost, durch Zinn und Salzsiiure reduziert, das Zinn 
durch Schwefelwasserstoff entfernt und die gesuchte Saéure mit 
Ather extrahiert. Die Wasserlésung der Siiure verhielt sich wie 
a-Thiomilchsiiure: mit einer Spur von Eisenchlorid und etwas 
Ammoniak entstand eine bestiindige, schéne, rotviolette Farbe. 
Mit Kupfersulfat, in geringer Menge zugesetzt, entstand eine 
schnell voriibergehende, braunviolette Farbe und bildete sich 
ein reichlicher, graugelber Niederschlag. Ein Uberschu8 an 
Kupfersulfat, auf einmal zugesetzt, gab eine intensive, violette 
Farbe und nur miabige Triibung der Fliissigkeit. Auch bei sehr 
grober Verdiinnung trat die violette Farbe stark und = schon 


heryor, withrend die Fliissigkeit durch eine braune Fallung nur 


ganz wenig getriibt war. Diese Beobachtungen zeigen, dal das 
Priiparat wenigstens ganz tiberwiegend a-Thiomilchsaure enthielt. 
Die Triibung, welche auch in verdiinnter Losung durch Kupfer- 
sulfat entstand, kann vielleicht als ein Zeichen der Gegenwart 
von 8-Thiomilchsiiure betrachtet werden. Da ich ferner gesehen 
habe, daB ein Gemenge der Disulfide der a- und der B-Thio- 
milchsiiuren bei einer niedrigeren Temperatur schmilzt, als wie 
das Disulfid der a-Siiure, kann vielleicht auch der niedrige 
Schmelzpunkt in derselben Richtung gedeutet werden. Es scheint 
mir also moglich, aber gar nicht sicher gestellt, dab eine ge- 
ringe Menge £-Thiomilchsiiure zugegen war. Obgleich ich die 
Bildung von 8-Thiomilchséure bei der von mir ausgefihrten 
Spaltung des Cystins nicht nachweisen konnte, will ich, wie 
ich unten zeigen werde, den Befund von Friedmann iiber die 
Abspaltung von £-Thiomilchsiiure aus dem Cystin nicht be- 
streiten. Dab aber bei der von mir ausgefiihrten Spaltung des 
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Cystins (aus Hornsubstanz und aus Menschenhaaren) a-Thio- 
milchsaure ganz tiberwiegend oder vielleicht allein’ gebildet 
wurde, geht aus dem Mitgeteilten hervor. 

Da das Disulfid der Thioglykolsiiure in Wasser leicht lés- 
lich ist, wurde die Mutterlauge der oben erwiithnten Kristalle 
aul diese Saure untersucht. Sie wurde mit Zinn und Salzsiiure 
reduziert, das Zinn durch Schwefelwasserstoff entfernt und die 
Losung mit Ather ausgeschiittelt. Die in Ather geliste Substanz 
wurde benzyliert und die benzylverbindung aus konzentrierter 
Losung in Soda durch Zusatz von Salzsiture abgeschieden. Die 
zuerst milchige Flissigkeit setzte fast sogleich Kristalle ab und 
wurde klar. Die Kristalle sehmolzen bei 76/2°. Sie bestanden 
also aus benzyl-a-Thiomilchsiiure. Aus Thioglykolsiure habe ich 
mit Benzvichlorid und Natronlauge ein Benzylderivat erhalten, 
das sich bei Ausfiillung aus der Lésung in Soda in der Form 
von Oligen Tropfen abschied; einmal bildeten = sich Nristalle, 
die aber nicht gut ausgebildet waren: sie schmolzen bet 57° 
nach der Aufl6sung der Kristalle in Soda entstunden bet er- 
neuter Abscheidung mit Salzsiiure nur Olige Tropfen, die nicht 
zur Kristallisation gebracht werden konnten. Da die Kristalle 
der Benzylverbindung ganz homogen waren, wie Benzyl-a-Thio- 
milchsiure aussahen und genau den Schmelzpunkt dieser Saure 
hatten, betrachte ich die Gegenwart von Thiogivkolsiure unter 
den von mir dargestellten Spaltungsprodukten des Cystins als 
ausgeschlossen., 

Die a-Thiomilchséiure und moéglicherweise daneben eine 
geringe Menge der B-Siiture wurde also bei der von mir durch- 
gefiihrten Spaltung des Cystins erhalten. Daf die a-Thiomilch- 
siiure bei weitem nicht quantitativ erhalten wurde, ist offenbar, 
da die Menge derselben in den verschiedenen Versuchen sehr 
verschieden war. Die grébte erhaltene Menge war wahrscheinlich 
viel geringer als die theoretisch moégliche: ein grober Teil der 
Siure wurde ohne Zweifel bei der Darstellung zersetzt. Die 
erhaltene Menge war doch bisweilen ganz bedeutend; in dem 
zuletzt erwihnten Versuche entsprach die Menge des kristal- 
lisierten Disulfids mehr als 13°o des Cystins. 
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Ich will jetzt die tibrigen gefundenen Spaltungsprodukte 
ber der Zersetzung des Cysteins besprechen. 

Wie oben angegeben, wird Schwefelwasserstoff ent- 
wickelt. Die Menge desselben konnte nicht bei dem von mir 
befolgten Verfahren bei der Zersetzung des Cysteins bestimmt 
werden. Die Menge desselben war aber reichlich und diirfte 
mit der gefundenen Thiomilchsiure zusammen der Hauptmenge 
des Schwefels im Cystein entsprechen. Wenn die Cysteinlésung 
hinreichend verdiinnt war, wurde bet dem Erhitzen keine 
schwefelhaltige, harzige Substanz ausgeschieden: die Fliissigkeit 
blieb klar und gab, nach vollstindiger Zersetzung des Cysteins 
und Entfernung der Thiomilchsiiure und des Schwefelwasserstoffs, 
keine bedeutende Bildung von Sechwefelblet bei dem = Erhitzen 
mit Natronlauge und bleiacetat. 

Bei der Spaltung des Cysteins wurde eine reichliche Menge 
von Ammontiak gebiidet. In einem Versuche, wo diese bestimmt 
wurde, entsprach das Ammoniak der Hiilfte des Stickstoffs in 
dem bearbeiteten Cystin. 

Ein anderes Produkt, welches nachgewiesen werden konnte. 
war Alanin. 

Nach vollstiindiger Zersetzung des Cysteins durch Erhitzen 
und Entfernung der Thiomilchsiiure durch Ather wurde die 
wiisserige Losung auf dem Wasserbad bei niedrigem Drucke 
eingetrocknet. Der Riickstand wurde mit Weingeist erschopft. 
wobei Chlorammonium ungelost zuriickblieb: die LOsung wurde 
eingedampft, mit Baryumhydroxyd versetzt und das Ammoniak 
durch Stehen in gelinder Wirme entfernt: der UberschuB an 
Jaryve wurde mW Kohlensiure entfernt. Die LOsung wurde nach 
Baumann mit Benzoylchlorid und Natronlauge behandelt. Die 
mit Eis abgekiihlte, nicht zu konzentrierte L6sung wurde mi 
Salzsiiure versetzt, wobei nur Benzoesiiure auskristallisierte. 
Die Mutterlauge wurde mit Essigiither ausgesehiittelt. Die Essig- 
iitherlOsung hinterlie} bei dem Verdampfen eine reichliche 
Menge Kristalle, welehe dureh eine halbfeste, schwefelhaltige 
Substanz verunreinigt waren. Die Reinigung der Kristalle gelang 
am besten durch Waschen mit ein wenig Ather, Lésen in der 
moglichst geringen Menge von kochendem Wasser, Behandeln 
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mit Tierkohle und Abkiihlen der LOsung, wobet sich Kristalle 
abschieden, welche erneuerter Reinigung unterworfen wurden. 
Die Kristalle bildeten langgestreckte sechsseitige Platten: zwe! 
von deren Riindern waren einigemal liinger als die iibrigen. 
Sie waren in kaltem Wasser ziemlich schwerloslich: durch 
warmes Wasser wurden sie unschwer aufgenommen. Sie lOsten 
sich wenig in Ather und nicht in Erdéliither. Von Weingeist 
wurden sie leicht und von Essigiither ziemlich leicht gelost. Sie 
enthielten kein Kristallwasser. Die Kristalle schmolzen bet 
162 —163° (unkorr.). Fiir racemisches Benzoylalanin wird von 
EK. Fischer?) der Schmelzpunkt) zu 162—163° (unkorr.) und 
als mit dem von Baum?) gefundenen Schmelzpunkt, 165—166 ° 
(korr.), korrespondierend angegeben. 

‘Die Analyse gab auch Zahlen, die mit der Zusammen- 
setzung des Benzoylalanins tibereinstimmen. 

Bei der Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl-Wilfarth wurden 
fir O.3582 ¢ Substanz 18,2 ecm Schwefelsiiure "1 verbraucht, was 
0.0261 oder 7,28°/o N entspricht. 

Bei der Verbrennung im Savrerstoff mit vorliegendem Kupferoxyd 


und Kupfer gaben 0,3165 g der Substanz O,7151 g¢ CO, und 00,1632 g 


H,O, was 0,195 g = 61,68°% C und 0,0183 g = 5,78° 0 H entspricht. 
Berechnet fiir 
Benzoylalanin Gefunden 
C,,H,,O3N 
C 62,13 °/o 61.682 5 
H 5,73 °%/o D.78% 0 
N 724% 7,.28° 


Die Menge des gebildeten Alanins war nicht gering: wie 
viel sie von dem bearbeiteten Cystin ausmachte, ist mir aber 
nicht modglich, zu sagen. 


Das bei den oben beschriebenen Untersuchungen bear- 
beitete Cystin war aus Menschenhaaren und aus der Substanz 
des Rinderhorns dargestellt worden. Es bildete Kugeln von nicht 
besonders gut ausgebildeten Kristallen. 


1) KF. Fischer. Ber. d. d. chem. Gesellsch. 1899, Bd. 32, S. 2455. 


2) Baum. Diese Zeitschr. 1885, Bd. IX, S. 467, 
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Als Zersetzungsprodukte bei dem Erhitzen auf 140° von 
dem daraus dargestellten salzsauren Cystein wurden nachge- 
wiesen: a-Thiomilchsiiure, modglicherweise eine geringe Menge 
8-Thiomilchsiiure, SchwefelWasserstoff, Ammoniak und Alanin. 

Die a-Thiomilchsiiure mui wohl als unmittelbares Spal- 
tungsprodukt des Cysteins angesehen werden. Das Vorkommen 
der a-Thiomilehsiiure betrachte ich doch nicht als unvereinbar 
mit dem Befunde Friedmanns, da er nach einer anderen Me- 
thode aus dem Cystin B-Thiomilchsiiure erhielt. Weder Fried- 
manns noch meine Versuche sprechen gegen das gleichzeitige 
Vorkommen der beiden Siiuren in dem Cystin. Sowelt man aus 
dem Berichte Friedmanns schlieben kann, hat er eine nur 
geringe Ausbeute an B-Thiomilchsiiure bekommen. Die von mir 
erhaltene a-Thiomilchsiiure entspricht bel weitem nicht der 
Hiilfte des Schwefels im bearbeiteten Cystin. 

Andere von meinen Beobachtungen deuten gerade auf die 
Gegenwart der B-Siiure hin. Die oben mitgeteilte Untersuchung 
des Disulfids, olgleich mit dieser Annahme vereinbar, kann in 
dieser Hinsicht nur wenig aussagen. Von groberer Bedeutung 
scheint mir die Auffindung von Alanin zu sein. Sowohl Neu- 
berg wie Friedmann haben gefunden, dab der Schwefel und 
die Aminogruppe des Cystins an verschiedenen Kollenstoff- 
atomen haften. Die von Friedmann erhaltene Ausbeute an 
Taurin (etwa 50°;0) aus dem Cystin ist so grof, dab man in 
Anbetracht der unumgiinelichen Verluste bet der Darstellung 
theoretisch annehmen mub, dab das Cystin génzlich in Taurin 
libergeftihrt werden kann. Dies ist denkbar bei der Herleitung 
des Cystins sowohl aus a-Thiomilchsiure, wie aus B-Thiomilch- 
siiure, wenn nur die Aminogruppe und der Schwefel an ver- 
schiedene Wohlenstoffatome gebunden sind. Die Annahme 
Baumanns von einer a-Stellung des Schwefels und der Amino- 
gruppe mub aber, wenigstens bis auf weiteres, aufgegeben 
werden. Da im Alanin die Aminogruppe sich in a-Stellung 
befindet, mul man fiir den Schwefel die B-Stellung an- 
nehmen; das Auftreten von Alanin scheint mir also anzu- 
geben, daB in dem untersuchten Cystin neben a-Thio-B-Amino- 
milchsaure auch p-Thio-a-Aminomilchsiiure zugegen war, die 
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aber unter Abspaltung von Schwefelwasserstoff in Alanin iiber- 
ceftihrt wurde. 

Durch meine jetzt mitgeteilten Untersuchungen wird die 
Cystinfrage noch mehr umfassend, als sie friiher erschien: nicht 
nur dab man, wie ich friher gezeigt habe, stereoisomeren For- 
men des Cystins begegnen kann: jetzt muf man auch mit 
strukturisomeren Cystinen oder Cysteinen rechnen, welche in 
dem untersuchten Cystin gleichzeitig vorkommen oder vorkommen 
kGnnen. Hoflentlich wird der von Erlenmeyer angekiindigte 
ausfiihrliche Bericht tiber die Synthese des Cystins, wie die von 
Neuberg in Aussicht gestellte Mitteilung tiber die Natur des 
Harncystins und des Eiweibcystins wertvolle Autschliisse zur 
Kliiirung der Fragen liefern. 

Wenn ich eine vorliiufige Deutung meiner Befunde geben 
wollte, so sehienen sie anzugeben, dali in dem bearbeiteten 
Cystin sowohl die B-Amino-a-Thiomilchsiure wie die a-Amino- 
6-Thiomilchsiiure gleichzeitig vorkam, vielleicht zu gleicher Menge. 
Bei der Zersetzung wurden aus der a-Amino-B-Thiomilcehsiiure 
Schwefelwasserstoff und Alanin gebildet; aus der B-Amino-a- 
Thiomilchsiiure wurden Ammoniak und a-Thiomilchsiiure gebildet: 
eleichzeitig diirfte eine Oxydation stattlinden und Cystein zu Cystin 
oder Thiomilchsiiure zu Disulfid oxydiert werden. 

Interessant wiire es, wenn alle verschiedenen Formen 
des Cystins aus den Proteinstoffen gleichzeitig Derivate sowohl 
der a- wie der B-Thiomilchsiiure wiiren. In dieser Hinsicht kann 
ich nur einen Versuch anfiihren. Ein aus der Substanz des 
Kinderhorns dargestelltes Priparat, welches aus schonen sechs- 
seitigen Tafeln bestand und dessen optische Drehung ¢) = 

223" war, wurde zu Cystein reduziert und weiter, wie oben 
beschrieben, bearbeitet. Dabei wurde eine Benzylthiomilchsaure 
von dem Sechmelzpunkt 761/2° erhalten; es lag also a-Thio- 
milchsiiture vor. Zu bemerken ist, dab Friedmann die p-Thio- 
milchsiure aus Cystin darstellte, welches aus sechsseitigen 
Tafeln bestand und aus Rinderhorn oder Menschenhaaren dar- 
gestelll worden war. 

Fiir die Kenntnis der cystingebenden Gruppe der Protein- 
-toffe ist diese Frage von keiner geringen Bedeutung. Unter 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLII. 24 
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anderem wiire es dann so gut wie selbstverstiindlich, daB diese 
Gruppe zwei Cysteine und also zwei Schwefelatome enthalten 
mul. Die bisherige, auf Tatsachen begriindete Erfahrung bezeugt 
eine solche Auffassung: schon vor einigen Jahren bin’ ich?) 
durch meine Untersuchungen zu dieser Auffassung gekommen, 
und dieselbe ist durch spiitere Untersuchungen von Patten?) 
bestétigt worden. 


Stockholm, im Juni 1904. 


1 


k. A. H. Morner. Diese Zeitschr. 1902, Bd. XXXIV, S. 287. 
2) Patten. Diese Zeitschr. 1903, Bd. XXXIX, S. 350. 


























Ist a-Thiomilchsaure ein unmittelbares Spaltungsprodukt der 
Proteinstoffe ? 
Von 
K. A. H. Morner. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des Karolinischen med.-chir. Institutes 
in Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 7. Juli 190¢. 


EKinmal hat Suter!) bei der Bearbeitung von Hornsubstanz 
aus Tyrosinmutterlauge, die Faulnisgeruch zeigte und an deren 
Oberfliiche Schimmelpilze reichlich wucherten, a-Thiomilchsaiure 
darstellen kOnnen. Da dies aber nicht bei der Bearbeitung von 
frischer Tyrosinmutterlauge gelang, schlof er, dab die Thio- 
milchsaiure sekundir durch die Pilze gebildet worden war. 
Seitdem hat Friedmann?) die Frage zu neuer Bearbeitung 
aufgenommen. Er konnte aus Rinderhorn, Giinsefedern, Menschen- 
haaren und Wolle durch Kochen mit Salzsiiure a-Thiomilch- 
siiure (oder deren Disulfid) darstellen; daneben glaubt er Thio- 
glykolsiiure gefunden zu haben. Seine Schlubfolgerung, dab 
die a-Thiomilchsaure primiir abgespalten wird, setzt aber die 
Richtigkeit der Angaben Suters voraus, dali keine Bindung 
von Schwefel bei der Behandlung der Hornzersetzungsfliissig- 
keiten mit Schwefelwasserstoff stattfinde und weiter, dab keine 
Bildung von Brenztraubensiiure bei der Zersetzung der Protein- 
stoffe vorkomme. Die erste dieser Angaben ist aber wenig 
liberzeugend, da Suter dieselbe durch keinen bBeleg stiitzt*) und 
die unumgiinglichen Fehler bei der Ausfiihrung der Analysen 

'. F. Suter, Diese Zeitschrift, 1895, Bd. XX, S. 577. 

*) E. Friedmann, Beitrége zur chem. Physiologie u. Pathologie, 
L902, Bd. Ill, S. 184. 

Suter, Diese Zeitschrift, 1895, Bd. XX, S. 574. 
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die Entscheidung verhindern diirften. Dah die zweite dieser 
Angaben nicht stichhaltig ist, habe ich!) nachgewlesen. 

Da die Frage iiber die Abspaltung von a-Thiomilchsiiure 
aus den Proteinstoffen fiir die Kenntnis der Bindung von deren 
Schwefel Bedeutung hat, habe ich die Frage zu erneuerter 
Priifung aufgenommen, wodurch ich zu der Anschauung ge- 
kommen bin, dab keine Abspaltung von a-Thiomilchsiure bei 
der Zersetzung durch Erwiirmen mit Salzsiure primar vorkommt. 

Die Prifung auf Thiomilehsiiure wurde mit der Unter- 
suchung auf Brenztraubensiure, welehe ich vor kurzem_ be- 
schrieben habe.) verbunden. Zur Zersetzung wurden die Pro- 
teinsubstanzen, wie ich friher ftir die Cystindarstellung  be- 
schrieben habe, mit 2—4 Teilen Salzsdure (von 25°/o0) und 
Wasser (die Konzentration der Siure war etwa 15°/o oder 
weniger) in einem verschlossenen Kolben, welcher auf einem 
kochenden Wasserbade stand, mehrere Tage erhitzt: die Tem- 
peratur des WKolbeninhaltes war etwa 90°: nach emer Woche 
war die Biuretreaktion im allgemeinen giinzlich oder beinahe 
einzlich verschwunden. Ich finde dieses langwierige Erhitzen 
bei einer etwas niedrigeren Pemperatur und mit emer schwicheren 
Siiure vorteilhafter als das von anderen oft gebrauchte Kochen 
mit konzentrierter Salzsiiure wiithrend einer ktirzeren Zeit, 
wie z. B. 4 Stunden. Wenigstens habe ich bei der Cystin- 
darstellung bessere Resultate erhalten. Nach meinem Verfahren 
habe ich eine reichlichere Ausbeute an Cystin bekommen. So 
habe ich?) aus der Substanz des Rinderhorns bis 6°/o Cystin 
isolieren kOnnen, wihrend Friedmann?) nach dem eben er- 
withnten Verfahren aus dieser Substanz nur 0,95—2,9°/o Cystin 
erhielt. Beiliiufig sel erwiihnt, daB ich auch reichliche Mengen 
von Eiweibbasen (Arginin und Lysin) darstellen konnte. Sel 
es nun, dab die niedrige Ausbeute, welche Friedmann erhielt, 
durch eine unzureichende oder eine allzu weit gegangene 
Spaltung bedingt wurde, so mub mein Verfahren fiir die 

kK. A. H. Mérner, Diese Zeitschrift, 1904, Bd. XLII, S. 121. 

kK. A. H. Morner, Diese Zeitschrift, 1902, Bd. XXXIV, S. 219. 

KE. Friedmann, Beitrage z. chem. Physiologie und Pathologie, 
1902. Bd. Ill, Ss. Lb. 
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Priifung auf Thiomilehsiiure besser geeignet sein. Da nach 
meinem Verfahren die Zersetzung des Proteinstoffes ohne Ent- 
wickelung von Schwefelwasserstoff noch Ausscheidung von 
freiem Schwefel durchgefiihrt werden kann, ist eine Zersetzung 
von eventuell gebildeter Thiomilchsiiture nicht zu befiirchten. 

Nach beendeter Erhitzung wurde die Losung des Protein- 
stoffes mit Ather ausgeschiittelt. Nach dem Waschen der Ather- 
ljsung mit ein wenig Wasser wurde der griéfere Teil des Athers 
abdestilliert: den Rest des Athers lieS ich nach Zusatz von 
ein wenig Wasser freiwillig verdunsten. Die wiisserige Losung, 
welche ich auch auf Brenztraubensiiure untersuchte, wurde 
auf Thiomilchsiiure geprift. Die Reaktionen auf Thiomilchsiiure 
mit Eisenchlorid, mit Kupfersulfat und die besonders empfind- 
liche Reaktion mit Nitroprussidalkali und Natronlauge wurden: 
ausgefiihrt; auch habe ich mit Natronlauge und Bleiacetat 
erhitzt, um auf die Gegenwart von dem Disulfid der Thiomilch- 
siiure zu prifen; die Moglichkeit der Gegenwart von dem Disultfid 
der Thiomilehsiiure habe ich auch durch Reduktion und nach- 
herige Priifung auf Thiomilchsiiure beachtet. 

Durch besondere Versuche habe ich mich davon tber- 
zeugt, dab die a-Thiomilchsiiure leicht in Ather tibergeht, so 
dafi weniger als ein Teil der Thiomilchsiure in LOO00 Teilen 
der Zersetzungsfliissigkeit sicher nachgewiesen werden konnte 
(fiir 100 ¢ des Proteinstoffes weniger als 50 mg Thiomilchsiiure). 

Mehrmals habe ich die Zersetzungsfliissigkeit zum zweiten 
und sogar zum dritten Mal einige Tage erhitzt und jedesmal 
die Priifung auf Thiomilchsiiure wiederholt. 

Ich habe die Substanz des Rinderhorns (500 g), Menschen- 
haare (200 g), Eiweifi des Blutserums (200 g), Casein (a00 g 
«Proton» der Aktiengesellschait Separator) untersucht. Das 
Ergebnis dieser Untersuchungen kann ich kurz dahin zusam- 
menfassen, dafi ich keine oder nur eine ganz minimale Bildung 
von Thiomilehsiiure oder deren Disulfid finden konnte. In den 
Fiillen, wo ich Andeutungen davon beobachten konnte, wie 
bei der Hornsubstanz, war es erst nach zweimaligem oder 
dreimaligem Erhitzen, also zu einer Zeit, wo Schwefelwasser- 
stoff, wenn auch in geringer Menge, gebildet wird und _ freier 
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Schwefel ausgeschieden werden kann. Nach meinen Beob- 
achtungen kann ich nicht der Auffassung von einer pri- 
miaren Bildung von Milchsidiure (sei es der a- oder der 
B-Siiure) noch von deren Disalfiden aus den Proteinstoffen bei- 
treten. Dagegen habe ich gesehen, dab eine Hornzersetzungs- 
fliissigkeit, in welcher ich keine Thiomilchsiiure noch deren 
Disulfid fand, nach Siittigang mit Schwefelwasserstotf bei dem 
Ausschiitteln mit Ather zu diesem eine Substanz abeab. welche 
nach der Reduktion starke Reaktionen auf a-Thiomilehsiiure 
gab: die Operationen waren dabei die folgenden: Sattigung 
mit Schwefelwasserstoff, Kochen bei niedrigem Drucke = zur 
Entfernung des Schwefelwasserstoffes, Ausschiitteln mit Ather. 
Reduktion des Atherriickstandes mit Zink- und Salzsiiure. Aus- 
schiitteln mit Ather. Waschen der Atherlésung mit ein wenig 
Wasser: der Riickstand der Atherlésung gab jetzt starke Reak- 
tionen mit Eisenchlorid und mit Nitroprussidalkali und Natron- 
lauge: mit Kupfersulfat wurde eine bleibende violette Farbe 
erhalten. Es lag also a-Thiomilchsiiure vor. Daf diese durch 
die Einwirkung von Schwetfelwasserstoff gebildet wurde, kann 
nicht verwundern, da die Fliissigkeit Brenztraubensiiure enthielt, 
welche bet der Behandlung mit Schwefelwasserstolf und Reduk- 
tion des Reaktionsprozesses a-Thiomilchsiiure gibt. 

Obgleich ich schon nach dieser Ertahrung tber die von 
mir ausgefiihrte Zersetzung der Proteinstofle jedenfalls bestreiten 
muh, dai eme bildung von Thiomilchsiiure primiir stattfinde, 
habe ich einen Versuch ausgetiihrt, wobei die Hornsubstanz 
nach Friedmanns Methode zerkocht wurde: 40 ¢ Hornspiine 
und 120 ccm konzentrierter Salzsiiture wurden am Hiickflul- 
kiihler 4 Stunden gekocht. Es fand dabei eine miibige Ent- 
wickelung von Schwefelwasserstoff statt. Die Biuretreaktion 
war verschwunden. Aus dieser Fliissigkeit nahm Ather keine 
Substanz auf, die mit Nitroprussidalkali und Natronlauge, mit 
Kisenchlorid oder mit Kupfersulfat eine Spur der Thiomilch- 
siiurereaktionen gab, oder mit Natronlauge und Bleiacetat 
Bleisultid abschied. Auch nach diesem Verfahren konnte ich 
also nicht die Beobachtungen Friedmanns bestiitigen. 

Die von Friedmann gefundene a-Thiomilchséure kann 
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entweder durch eine Einwirkung von Schwetelwasserstoff auf 
Brenztraubensiiure oder durch eine Spaltung des Cystins ent- 
standen sein; nach meinen in jiingster Zeit mitgeteilten Unter- 
suchungen ist man berechtigt, an beide Moglichkeiten zu denken. 

Kriedmanns Annahme, dai neben der a-Thiomilchsiiure 
auch Thioglykolsiure gebildet werde, stiitzt sich nur auf die 
Farbenreaktion mit einer Spur Eisenchlorid und Ammoniak. 
Wie ich!) mitgeteilt habe, wird diese Reaktion ebenso schon 
von der a-Thiomilchsiure gegeben. 

Die von mir jetzt mit «Nein» beantwortete Frage, ob 
eine primiire Abspaltung von a-Thiomilchsdure aus den Pro- 
teinstoffen geschehe, ist von Bedeutung fiir die Aufklirung der 
Bindung des Schwefels in den Proteinstoffen. Vor einigen 
Jahren habe ich meine Untersuchungen itiber die Bindung des 
Schwefels in verschiedenen Proteinstoffen verdffentlicht.2) [ch 
fand, dali aus den untersuchten Proteinstoffen, welche beim 
Erhitzen mit Natronlauge und Bleiacetat Schwefelblei gaben, 
Cystin dargestellt werden konnte. Nachdem das Cystin so 
vollstiindig entfernt worden war, wie es mit unseren jetzigen, 
noch unvollkommenen Methoden geschehen konnte, wurde beim 
Krhitzen mit Bleiacetat und Natronlauge Bleisulfid gebildet. 
Aus Griinden, welche ich niaher angab, hielt ich es fiir wahr- 
scheinlich, dafi auch dieser Schwefel der cystingebenden Gruppe 
in dem Proteinstoffe angehore. Ich fand, dab fir einige Pro- 
teinstoffe, wie Serumalbumin, Serumglobulin, die Substanz des 
Rinderhorns und der Menschenhaare man mit nicht wenig 
Wahrscheinlichkeit annehmen konnte, daf} der ganze Schwetel- 
gehalt des Proteinstoffes in der cystingebenden Gruppe enthalten 
-el: die alte Annahme von zwei verschiedenen Bindungsformen 
des Schwefels war fiir diese Proteinstoffe unhaltbar. Ein anderes 
Verhalten wiesen aber andere untersuchte Proteinstoffe (Fi- 
brinogen, Ovalbumin, Casein und die Substanz der Schalenhaut 
des Hiihnereies) aut. 

Bei diesen Untersuchungen habe ich die Moglichkeit in 
Erwigung gezogen, dal der nach dem Fiillen des Cystins riick- 

K. A. H. MOrner, Siehe die vorangehende Abhandlung 


*) K. A. H. MoOrner. Diese Zeitschrift. 1902, Bd. XXXIV. S. 295. 
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stiindige Schwefel zum Teil als Thiomilchsiiure gebunden war. 
Zu einer Zeit glaubte ich sogar Zeichen von der Gegenwart 
von Thiomilchsiiture gesehen zu haben; diese Zeichen  traten 
aber nur dann hervor, wenn Schwefelwasserstoff in Verwendung 
kam: ich fand mich dadurch veranlabt, den Gedanken an eine 
primiire Abspaltung von Thiomilehsaure aus den Proteinstoffen 
aufzugeben. Nach den oben mitgeteilten Untersuchungen finde 
ich es noch mehr berechtigt. die ganze Menge des «schwiirzen- 
den» Schwefels in’ den Proteinstoffen als der cystingebenden 
Gruppe des Proteinstoffes zugehorig zu betrachten. 

Dali das Cystin unvollstandig ausgefallt wurde, schien 
mir durch die experimentell nachgewiesene Verschiedenheit der 
Loslichkeit) von stereoisomeren Cystinen hinreichend  erklart 
werden zu konnen. Jetzt mu man auberdem an die Moéglich- 
keit denken, daB strukturisomere Cystine verschiedene Loéslich- 
keit haben, da man gegenwirtig, nach meiner in diesem Heft 
mitgeteilten Untersuchung, sowohl mit Cystin, welches von 
a-Thiomilchsiiure ein Derivat ist, wie mit Cystin, welches von 
8-Thiomilchsiure hergeleitet ist, rechnen mu. 





Stockholm. im Jun 1904. 








Uber das Vorkommen von Aminosduren im Harn, vorzugsweise 
bei Gicht. 
Von 
Dr. Alexander Ignatowski, St. Petersburg, 


(Aus der II. medizinischen Klinik, Miinchen, Dir. Prof. Fr. Miller.) 


(Der Redaktion zugegangen am &, Juli 1904.) 


Die Aminosiiuren, speziell die Monoaminosiuren, gehoren 
zu denjenigen Stickstoffverbindungen, deren biologische Bedeutung 
noch sehr wenig erforscht ist. Uber ihre Metamorphose im 
gesunden Organismus sind wir noch nicht hinlaénglich genau 
unterrichtet, und was ihre Rolle bei einzelnen Krankheiten 
anbetrifft, so mub man gestehen, dab unsere Kenntnis der- 
selben mehr auf Vermutungen als auf feststehenden Tatsachen 
beruht. 

Die Hauptursache dieser Liicke in der Biologie und Patho- 
logie liegt im Mangel einer geeigneten klinischen Methode 
zur Darstellung der Aminosiiuren aus den Endprodukten der 
Metamorphose im Organismus. 

Spontan scheiden sie sich nur in diuberst seltenen Fiillen 
aus dem Harn ab, und auch dann nur sehr wenige von ihnen 
(Tyrosin, Leucin). Fur die Darstellung von Aminosiuren aus 
Gemischen, welche Salze oder andere Fremdkorper enthalten, 
wurden gewohnlich die Benzoyl-, noch Ofter die Phenylcyanat- 
derivate benutzt. Jedoch bieten diese Verfahren, selbst in ge- 
iibten Hiinden, betriichtliche Schwierigkeiten und haben daher 
in den klinischen Laboratorien keine Verbreitung gefunden. 

Dem Mangel geeigneter klinischer Methoden suchte man 
seit langer Zeit durch indirekte Untersuchungen abzuhelfen. 
In letzter Zeit wandte man besonders gern das Prinzip 
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M. Ptaundlers?!) an, auf welches M. Kriiger und J. Schmid?) 
ihr Verfahren begriindeten. Dieses Verfahren basiert auf der 
Annahme, dai die Aminosiituren ber Behandlung des Harns 
mit) PhosphorwolframsiuresalZsiuremischung nicht ausfallen. 
Man nimmt an, dai dureh das oben erwiahnte Reagens aus 
dem Harn die PurinkOrper, das Kreatinin und die Harnfarb- 
stoffe ausfallen, ins Filtrat jedoch lediglich Harnstoff und Amino- 
sfiuren tibergehen. Aut Grund dessen bestimmt man den 
Hea nstoffgehalt aut hbeliebige Weise, subtrahiert aus der Gresamt- 
menge des Stickstoffs den N-Gehait der durch Phosphorwolfram- 
sjiure fillbaren Substanzen sowie des Harnstolfs und bezieht den 
Rest auf den Stickstotf der Aminosiiuren. Nach dieser Methode 
wurden die meisten Untersuchungen am Krankenbett angestellt. 

In neuerer Zeit schlugen E. Fiseher und P. Bergell3) 
ein neues Verfahren zur Tsolierung der Aminosiiuren vor. Sie 
benutzten als Reagens 8-Naphtalinsulfochlorid. welches mit den 
Aminosiiuren, Oxyaminosiiuren und den Verbindungen vom 
Iyvpus des Glyeyiglycin sehwer losliche gut charakterisierte 
Verbindungen gibt. Das vonsk. Fischer und seinem Mitarbeiter 
ausvearbeitete Verfahren besteht in folgendem: 500 eem Harn 
werden entweder direkt oder besser nach vorherigem Ein- 
engen mit + cem N.-Natronlauge versetzt und hierauf 6—8 
Stunden mit einer iitherischen Losung von 4 g B-Naphtalin- 


sulfochlorid geschittelt. In 1/2stiindigen Intervallen werden je 


— 


3 com Normalnatroniauge zugegeben. Nach Abtrennung der 
‘itherischen Scluecht wird cie wiisserige Schicht mit Salzsdure 
libersiittigt. der entstehende Niederschlag abfiltriert und aus 


si 


heibem Alkohol umkristallisiert. 
Aus der Literatur tiber+die Frage der Metamorphose 

der Aminosauren im Organismus sollen nur die wichtigsten 

einschifigigen Arbeiten genannt werden. 

= iitzenu.Nencki* gebihrtdasVerdienst. zuerst Untersuchungen 


} } , , } 1? ‘ 4 + 1) 
= l sai ager av nosauren im tlerischen Organismus angesteil 


M. Pfaundler, Diese Zeitschrift, Bd. XVII. S. 15 
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zu haben. Es gelang ithnen nimlich, nachzuweisen, dafi bei Zusatz von 
Glykokoll zur Nahrung des Hundes eine vermelrte Harnstoffausscheidung 
eintritt (80 g Glykokoll in 2 Tagen.) 

EK. Salkowskti ') *) wiederholte und ergiinzle obige Versuche, 
indem er Tiere mit Glykokoll, Sarcosin, Alanin und Cystin fiitterte. Er 
kam zu folgendem Ergebnis: Glykokoll und Alanin gehen beim Hunde 
und beim Kaninchen zum grOferen Teil in Harnstoff tiber; ein kleimerer 
Teil wird unveriindert ausgeschieden. Was das Sarcosin und iihnliche 
schwer oxydierbare Aminosiuren betrifft, z. B. Taurin, so werden. sie 
teils als Harnstoff oxydiert, teils gehen sie durch Verbindung mit dem 
Harnstoff in sog. «Uramidosiiuren» tiber. Beim Kaninchen wird das 
Taurin vollstiindig verbrannt und der Schwefel dieses Stoffes tritt) im 
Harn in Form von Schwefelsiure und unterschwefliger Siiure auf. Die 
den Tieren in der Nahrung verabfolgten Aminosiiuremengen waren recht 
srof; Hunde von 20 ke Koérpergewicht erhielten 15—25 g, Kaninchen 
im Verhiiltnis zu threm Gewicht mehr d9—20 g. 

Knierim®) fithrte entsprechende Versuche mit Asparaginsiiure aus. 
Er verabfolgte Hunden bis 24,8 ¢ Asparaginsiiure als Na-Salz binnen 
24 Stunden, vermochte jedoch nicht Asparaginsiiure im unveriinderten 
Zustand im Harn nachzuweisen, und schon die iiuferen Kigenschaften 
des Harns zeigten deutlich eine Zersetzung der Asparaginsiiure ; wiihrend 
er sonst sauer reagierte, war er an den Asparaginsiiuretagen stark alkalisch 
und entwickelte mit Sdéuren reichlich Kohlensiiure, gebunden an das ein- 
cefiihrte Natron. 

Was die aromatischen Aminosiiuren betrifft, so wurde schon vor 
langer Zeit von einer Reithe von Forschern nachgewiesen, dafS sie sich 
in den Geweben spalten und oxydieren; z. B. bei Kinfiihrung von Tyro- 
sin in den Organismus (K. Baas‘) beim Menschen, EK. Baumann 
beim Hund) vermehrt sich im Harn weder das Phenol noch die Hippur- 
siiure, noch die Atherschwefelsiure. 

Gleiche Ergebnisse wurden aus den Versuchen mit Phenylamino- 
propionsiure (Schotten®) erzielt. In neuerer Zeit kam Blum®) bei 
Forschungen nach dem Schicksal des Cystins im tierischen Organismus 
zu folgenden Ergebnissen. Per os verabreichtes Cystin lef sich im 
Harn nicht nachweisen, auch dann nicht, wenn grofere Mengen verab- 
folet wurden. Es bewirkte nur bei Hunden eine Vermehrung des ab- 
spaltbaren Schwefels. Bei Kaninchen fanden sich nach Fitterung von Cystin 
nur Spuren von bleischwiirzendein Schwefel im Harn. Bei subkutaner 


Kk. Salkowski, Diese Zeitschrift, Bd. IV, 5. 54 u. 100. 
2) Idem, Virchows Archiv, Bd. 58, 1873, S. 461. 
Knierim, Zeitsehr. fiir Biologie, Bd. 10, S, 263. 
‘) K. Baas. Diese Zeitschrift. Bd. XI, T887, S. 488, 
>) Schotten,. Diese Zeitschrift, Bd. VIII, 1883, S. 63. 
Py Be Hofmeist na. & 3: 1 
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Kinfithrung des Cystins konnte beim Hunde im Harn weder Cystin noch 
eine Vermehrung des abspaltbaren Schwefels nachgewlesen werden. 
Bei Injektion von Cystin in alkalischer Loésung in die Venen erzielte 
man folgendes interessante Resultat: bei rascher Injektion (die Dauer 
der Injektion betrug 20 Min. in die peripheren Venen konnten im Harn 
grofere Mengen von Cystin nachgewiesen werden. Wurde dagegen das 
Cystin langsam (1'e Stunde) eingefiihrt. so enthielt der Urin nur Spuren 
von Cystin. Bei Injektion von Cystin in eine Mesenterialvene wurde das- 
selbe vollstiindig umgewandelt. 

Nach dem neuen Verfahren von KE. Fischer und 
P. Bergell, d. h. mit B-Naphtalinsulfochlorid, sind bisher wenig 
Arbeiten ausgefiihrt worden: sie stammen alle aus dem che- 
mischen Laboratorium des Prof. KE. Fischer. Abderhalden 
und Bergell machten subkutane Injektionen oder verabreichten 
die Aminosiiuren zusammen mit der Nahrung. Wenn = sie 
Kaninchen geringe Dosen von Aminosiiuren einverleibten — 
Glykokoll (bis 5g), Alanin (3 g), Leucin (8 g), Phenylalanin 


= 


*) . 
{eo 9G 


¢) —, konnten sie diese bei Behandlung des Harns mit dem 
Reagens nicht nachweisen. Bei subkutaner Kinfitihrung von 
eroberen Mengen Glykokoll (mehr als 5 g fiir Kaninchen) lieBen 
sich Spuren davon im Harn nachweisen. Nach der Injektion 
von salzsaurem Glyeylglycin erhielten sie mit der erwihnten 
Methode aus dem Harn Naphtalinsulfoglykokoll, woraus — sie 
schlieben, daf das Glyeylglycin im Organismus des Kaninchens 
in Glykokoll und in dieser Form zum Teil in) den Harn 
libergeht. 

In gewissem Grade bemerkenswert durch ihre Ergebnisse sind die 
Untersuchungen, welche nach dem oben beschriebenen indirekten Ver- 
fahren, das sich auf der von Pfaundler angegebenen Eigenschaft der 
Amunosiiuren ihrer Nichtfaillbarkeit durch Phosphorwolframsaéure — 
aufbaut, ausgefithrt wurden. Zuniichst nimmt Pfaundler') selbst an, 
dafi bei gemischter Nahrung der Aminosiiurenstickstoff beim Gesunden 
im Durehschnitt 4.76°/o des Gesamtstickstoffs betriigt. M. Kriiger und 
J. Schmid, die zuerst dieses Verfahren anwandten, stellten einen Ver- 
such am Hunde an und fanden, dafi der Zusatz ven Glykokoll zur Nahrung 
die Menge des sog, Aminosiiurenstickstoffs vermehrt, doch ist diese Ver- 
mehrung der Einfuhr an Glykokoll nicht proportional. Die Autoren 
nehmen an, dafi der N der Aminosiuren unter normalen Verhiiltnissen 


25—6"o betriizt. 


'! M. Pfaundler. Diese Zeitschrift, Bd. XXX, S, 40. 
M. Kriiger u. J. Sehmid. Diese Zeitschrift, Bd. XXXI. 
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K. Stolte') unternahm eine Reihe von Versuchen, um das Schick- 
sal der Monoaminosiuren im Tierkérper zu verfolgen. Seine Unter- 
suchungen stellte er am Kaninchen mit Glykokoll, Alanin, Leucin, As- 
paraginsiure, Glutaminséiure, Phenylalanin und Tyrosin an. Die Amino- 
siiureldsungen wurden in die Venen injiciert. Nach den erzielten  Er- 
cebnissen teilte er die Aminosiiuren in folgende Gruppen ein: 

1. Die aromatischen Monoaminosiiuren (Tyrosin und Phenylalanin), 
welche innerhalb der Versuchszeit keine sicher erkennbare Harnstoff- 
vermehrung veranlaften. 

2. Monoaminosiiuren, die wohl die Menge des Harnstoffstickstoffs 
steigern, bei denen daneben aber eine Mchrausscheidung in der Mon- 
aminsiiurenfraktion eintritt: Alanin, Asparaginsiiure und Glutaminsiiure. 

3. Endlich solche Aminosiiuren, die so rasch im Koérper zerlegt 
werden, dafs nur nach Injektion sehr grof—er Mengen, wenn der Orga- 
nismus von ihnen tibersiittigt ist, eine tberdies rasch voriibergehende 
Ausscheidung von schwer abspaltbarem Stickstoff eintritt, wihrend der 
Harnstoffstickstoff eine anhaltende Steigerung erfaéhrt: Glykokoll und 
anscheinend auch Leucin. 

A. Landau?) stellte bei Untersuchune der Stickstoff- 
verteilung im Harn gesunder Menschen die Menge der aus- 
eeschiedenen Aminosiituren mit Hilfe der Pfanundlerschen 
Methode fest. Die Harnstoffmenge wurde nach Schondorff 
ermittelt. Die Resultate seiner Untersuchungen sind die fol- 
genden: Ber einer Eiweifh-Milchdiit) betriigt der Aminosiiuren- 
stickstoff bei Gesunden 2,89°)o. Die Menge des Aminosiiuren- 
stickstoffs schwankt je nach der Art des Eiweibstoffes: die 
eroite N-Menge ist bei Fleischnahrung, die geringste bei Casein- 
kost zu konstatieren. 

Der Wert der Aminoséurenfraktion kann kiinstlich erhoht 
werden durch die Einverleibung von Aminosiiuren. Diese 
Steigerung schwindet jedoch, wenn man gleichzeitig Natrium 
bicarbonicum einnehmen lift. Eine Vermehrung des Amino- 
saurenstickstoffes bewirkte der Autor durch Zusatz von 10 ¢ 
Asparaginsiiure zur Nahrung. Die Beobachtungen wurden an 
zwel Personen mit Uleus ventriculi im Stadium einer weit vor- 
veschrittenen Rekonvaleszenz ausgefiihrt. 


') K. Stolte, Beitriige zur chem. Physiol. und Pathol. von Hol- 


meister, Bd. 5. H. 1 u. 2. 


*) A. Landau. Deutsche Zeitschrift fiir klin. Medizin, Bd. 79%. 
Heft d u. 6. S. 417. 
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In der Arbeit von P. Linser und J. Schmid?) finden 
wir einige Daten, die zu unserer Frage in Beziehung stehen. 
Wiihrend sie den Stoffwechsel bei Hyperthermie  studierten, 
untersuchten diese Autoren auch die Menge der Aminosiéuren- 
ausscheidung nach dem Verfahren Kriiger-Schmid, d._h. 
gleichfalls mit Phosphorwolframsiiure. Der Amiunosiiurenstick- 
stoff betragt bei ihnen bei gemischter Nahrung im Durchschnitt 
2.12% 0, jedoch bet gleicher Nahrung schwankt er zwischen 
1.595—3.07% 0. Die Ausscheidung der Amunosiiuren verliiult 
nach ihrer Ansicht ebenfalls ziemlich parallel der Stickstoff- 
ausscheidung. Bei Erwiirmung des Organismus wird eine Zu- 
nahme der Aminosiiuren bemerkt, jedoch nicht am Tage der 
Erwiirmung, sondern erst am folgenden. 

Aus der angefiithrten Literatur geht hervor, dafi die Mehr- 
zahl der Autoren zur Ansicht neigt, dai Aminosiiuren, gleich- 
viel ob sie mit der Nahrune in fertigem Zustand einverleibt 
wurden oder sich im Verdauungskanal aus den Nahrungsstoffen 
im gesunden Organismus gebildet haben, unter normalen Ver- 
hiiltnissen sitimtlich, die schwer oxydierbaren, wie Sarcosin und 
Cystin nicht ausgenommen, eine vollstindige Oxydation erfahren 
und im Harn in Form von Harnstoff (bei Siaugetieren) ausge- 
schieden werden. Nur in dem Fall, wenn der Organismus mit 
Aminosiiuren iibersiittigt ist, scheidet er sie, wie es den 
Anschein hat, unveriindert aus. 

In der Literatur tiber die Frage der Aminosiuren- 
ausscheidung in verschiedenen pathologischen Zu- 
stiinden hat man zuniichst die Faille zu unterscheiden, in denen 
die Diagnose der Aminosiiurenausscheidung nach mikroskopischen 
Lntersuchungen gestellt wurde. Diese Beobachtungen beziehen 
sich nur auf das Leucin und besonders auf das schwerldsliche 
Tyrosin und konnen, wie v. Jaksch mit Recht bemerkt, nicht 
als einwandfret betrachtet werden, wenn sie nicht durch 
chemische Untersuchungen nachgepriift werden. Die Fiille, in 
denen die Aminosiitureausscheidung im Harn auf chemischem 
Wege griindlich untersucht wurde, sind durchaus nicht zahl- 


Paul Linser und J. Sehmid, Deutsche Zeitschrift fiir klin. 
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reich. Mit voller Gewibheit wurde die Aminosiiurenausscheidung 


bei akuter gelber Leberatrophie festgestellt (erste Untersuchung 
von Frerichs und Staedler). Zahlreiche Autoren beobachteten 
die Ausscheidung von Leucin und Tyrosin bet Phosphorvergiftung 
(Schultze und Riess, Wys, A. Fraenkel). Abderhalden 
und Bergeil!) zeigten, dafi Phosphorvergiftung beim Kaninchen 
eine Ausscheidung von Glykokoll in grober Menge zugleich mit 
einer anderen von ihnen nicht untersuchten Aminosiiure hervor- 
ruft. Zur Harnuntersuchung wurde B-Naphtalinsulfochlorid be- 
nutzt. Im Zusammenhang damit ist ein von C. Neubere und 
P. Richter?) untersuchter Fall von Phosphorvergiftung zu er- 
wiihnen. Diese Autoren fanden im Blute des Kranken ( Aderlai) 
eine enorme Menge freier Aminosauren (Leucia, Tyrosin und 
Lysin). Auf 3845 com Blut kamen: 
Tyrosin O.787 

Leucin 1,102 

Lysin 0,24 
im ganzen ca. 2.13 g 

Da im Blut kein proteolytisches Enzyin nachzuweisen 
war, betonen die Autoren die Unmoelichkeit einer Entstehung 
dieser Verbindungen aus den Albumosen des Blutes und nehmen 
als Ursache der Aminosiurenretention im Blute an: 

1. dab die Fiihigkeit der Leber, Aminosiiuren in Harn- 
stoff tiberzuftihren, beeintriichtigt ist. 

2. die Zersetzung von Muskelfleisch. 

AuBerdem konnte die Retention durch die gleichzeitig 
stattlindende Nierenaffektion veranlabt sein. 

Was andere Lebererkrankungen betrifft, so konnte Leucin 
und Tyrosinausscheidung bei einem Fall von Gelbsucht, der 
von einer Verstopfung der Gallenwege herriihrte (Anderson) 
festgestellt werden. Griesinger fand sie auch bei « Leberadenoid 

Wir sehen demnach, dafi Erkrankungen des Lebergewebes 
unzweifelhaft die Ursache der Aminosiiurenausscheidung bilden 
kOnnen. Diese klinischen Beobachtungen, die tiber die Rolle 
der Leber bet der Zersetzung der Aminosiiuren Aufschluf er- 


') Abderhalden und Bergell, Diese Zeitschr., Bd. XNXIX. H. 5 
2) CC. Neuberg und Richter, Deutsche med. Wochenschrift, 
1904, Nr. 16. 
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teilen, werden durch das Experiment vollkommen bestitigt. So 
z. B. zeigte L. Blum!) in letzter Zeit, dab das Lebergewebe 
auch auberhalb des Organismus (Leberbrei) imstande ist, selbst 
schwer oxydierbare Aminosaure, wie z. B. Cystin, zu ersetzen., 

Weit schwerer ist das Vorkommen von Aminosiiuren bei 
anderen pathologischen Zuztinden nachzuweisen. Mehrfach 
wurden diese Verbindungen bei akuten Infektionskrankheiten 
gefunden. Hierher gehort ein ziemlich genau untersuchter 
Fall von Erysipel von Th. 5. Kirkbride?) Ferner wurden sie 
in schweren Fiillen von Abdominaltyphus und Variola (Frerichs) 
eefunden. Auch tiber vereinzelte tihnlieche Fille bei Malleus 
(Folwarezny) und bei Lyssa humana (Robin) wird berichtet. 
Auberdem fand man Leucin und Tyrosin im Harn eines an 
Leukiimie Leidenden und im Harn eines Epileptikers mit Schadel- 
fraktur und Hirnerschiitterung. Eine reichliche Ausscheidung 
von Tyrosinkristallen beobachtete Mies bei Diabetes mellitus. 

Die Mannigfalligkeit der Falle von Aminosiurenaus- 
scheidung wiichst, wenn man die nach dem Pfaundlerschen 
Verfahren mit Phosphorwolframsiiure ausgefiihrten Arbeiten in 
Betracht zieht. Zunachst weisen wir auf die Untersuchungen 
von vy. Jakseh?) hin, die sich mit der Frage der Stickstoff- 
verteilung im Harn bet verschiedenen Erkrankungen befassen. 
Die Untersuchungen wurden nach der Pfaundierschen Methode 
mit Phosphorwolframsiiure angestellt. In bezug auf den Gehalt 
an Aminosiiurenstickstoff erhielt der Autor folgende Resultate: 


Nephritis Durchschnitt aus 14 Versuchen 1,6 °o des Gesamt-N 
Leberaffektionen 2 » 2,47 °/0 » 
Aniimie 3 > 1,52°o » 

Diabetes mell, 2 > 3,61°%o  » 

Typhus abd. 4 > 2,17 °/o , 


Wenn man den Aminosiiurenstickstoff als Hippursaure 
berechnet, wurde in der Tagesmenge Harn ausgeschieden bel 


') Zeitschrift fiir klin. Med., Bd. 47. 
* Th. S. Kirkbride, Zentralblatt fiir innere Medicin, 1897, 
Nr. #1 (daselbst die iiltere Literatur). 
v. Jakseh, Zeitschr. fiir klin. Medizin, Bd. 47, J. 1902. 
ldem, Dieselbe Zeitschrift, Bd. 50, H. 3 u. 4. 
ldem, Diese Zeitschrift, Bd. XL. 
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Nephritis 2.5008 g 
Leberaffektion 3.26 
Aniimie 2746» 


Diabetes mell. 8,156 
Typhus abd. 5,9023 » 

(Diese Angaben sind der zweiten Arbeit von v. Jakseh 
entnommen (Zeitschr. f. klin. Med., Bd. 50, H. 3 u. 4), da die 
betreffenden Untersuchungen nach einer im Vergleich mit der 
ersten Arbeit verbesserten Methode ausgefiihrt sind. In den 
ersten Untersuchungen wurden von v. Jaksceh in einigen Fiillen 
enorme Prozentwerte fir den Stickstoff der Aminosiituren er- 
halten). 

Die Untersuchungen M. Halperns!) bewegen = sich in 
derselben Richtung wie diejenigen des Prof. v. Jakseh, und 
sind gleichfalls an Kranken angestelit. Seine Daten sind die 
folgenden: 

Cirrhosis hep. 2,49°% 0 des Gesamt-N 

Leukiimie 2,589]  » 
Carcinom und Inanitio gaben beinahe dieselben Prozentwerte 
wie die ersten beiden Krankheiten. 

In letzter Zeit erschien eine neue Mitteilung aus der 
Klinik des Prof. v. Jaksch, die Dr. Fr. Erben zum Verfasser 
hat, tiber die Stickstoffverteilung bei einigen akuten Infektions- 
krankheiten. Erben stellt ber Morbilli, Scarlatina, Varicella, 
Tvyphus abd., Angina cruposa eine Zunahme des Aminosiiuren- 
stickstoffs sowohl im Fieber als auch in den ersten fieberfreien 
Tagen fest. 

Ich mochte mir erlauben, hier einige Bemerkungen in 
bezug auf die auf dem Prinzip der Fillung mit Phosphorwol- 
framsiiure beruhende Methode der Amiunosiiurenbestimmung 
zu machen: 

Zurzeit kennen wir folgende Stickstoffverbindungen des 
Harns, welche durch Behandlung mit Phosphorwolframsiiure 
nicht fallbar sind: Harnstoff, Hippursiure, Monoaminosiuren, 
K\reatin, Indoxyl, Allantoin und Oxyproteinsiiure (v. Jaksch). 
Yon allen diesen Stoffen bildet bei den Untersuchungen nur 


', M. Halpern, Zeitschrift f. klin. Medizin, Bd. 50, 5. 355. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLII. 20 
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der Harnstoff eine besondere Rubrik, alle anderen Stoffe wurden 
ohne weitere Analyse in eine Gruppe zusammengefabt, die 
mit den Gesamtnamen Amido- oder Aminosiiuren bezeichnet 
wurde, In diesem Gemisch; von dem einige Stoffe nicht die 
veringste Verwandtschaft mit Aminosiiuren besitzen, kann die 
Hippursiiure, deren Menge im normalen Harn bekanntlich 
zwischen O,1—1g variiert, die erste Stelle einnehmen. 

Ferner libt sich gegen diese Methode einwenden, daf 
das Untersuchungsverfahren sehr kompliziert ist und sogar in 
seiibten Hiinden hiiufig betriichtliche Fehlerwerte ergibt; und 
schlieblich gibt die Methode keinen Aufschlufi tiber die Frage, 
mit welchen Aminosiiuren wir es zu tun haben. 


II. 


Auf Anregung von Prof. Fr. Miller unternahm ich den 
Versuch, aufzukliren, ob die Methode des Aminosiiurennach- 
weises mit B-Naphtalinsulfochlorid fiir die Klinik geeignet sei. 
Das Verfahren nahm in der Form, wie sie E. Fischer und 
I. Bergell vorgeschlagen haben, durch seine Einfachheit sehr 
fiir sich ein, jedoch tiberzeugte ich mich bereits nach den ersten 
Analysen, dab es in der Ausfiihrung, wie es oben beschrieben 
wurde, klinisch auf Schwierigkeiten stObt. Nur das Glykokoll 
(aus LOsungen im normalen Harn) lefert ziemlich leicht die 
erwithnten Kristallverbindungen mit B-Naphtalinsulfochlorid, doch 
schon das Leucin gibt selbst in Wasserl6sung nur schwer diese 
Verbindung, Alanin und Asparaginsiiure lassen sich aus Wasser- 
losungen tiberhaupt nicht kristallisieren. bei Ansiiurung mit 
Salzsiiure erhiilt man allerdings eine reichliche Triibung, doch 
scheiden sich keine Kristalle ab, selbst wenn man die Fliissig- 
keit liingere Zeit der Kiilte aussetzt. Dieses suspendierte Sediment 
ist weder durch die Zentrifuge, noch durch wiederholtes Fil- 
trieren abscheidbar. Wenn er lange in der Kilte gestanden 
hat, wird der Harn etwas klarer, es setzt sich ein Sediment 
ab. das aus einem Gemisch verschiedener, meist harnsaurer., 
Salze, Harnsiiture und noch emer gewissen harzartigen grauen 
Masse besteht, in der, wie man annehmen koénnte, die Naph- 
talinsulfoaminosiiuren enthalten sind. Die Fiillung dieser Ver- 
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bindung und ihre Kristallisierung nach dem Fischerschen 
relingt meistenteils nicht. 


Verfahren ¢ 

Unter solchen Umstiinden lag die Notwendigkeit vor, die 
Fischersche Methode den klinischen Bediirfnissen anzupassen. 
Als bestes Verfahren hat sich mir nach mancherlei Versuchen 


das folgende bewihrt: 


|. Vorbehandlung des Harns. 

Der zu untersuchende Harn (500 @) wird mit Bleizucker 
eefiillt. Aus dem Filtrat wird der Uberschu®8 an neutralem 
DBleisalz mittels Schwefelwasserstolf, der Schwefelwasserstoff 
durch leichtes Erwiirmen entfernt. Sehr zweckmiabig ist es, wenn 
man den Harn zuvor annahernd bis auf die Halfte eindampft, 
wobei man starke Erwirmung vermeidet. Zu diesem Zweck 
unterwirft man ihn der Destillation unter vermindertem Druck 
bei einer Temperatur von Maximum 45° Hernach wird der 
angesiiuerte Harn 3 Stunden lang mit Ather (2:1) mit Hilfe 
einer Schiittelmaschine geschittelt und der Ather abgegossen. 

2, Die Wechselwirkung zwischen Chlorid und 
Aminosiiure vollzieht sich am besten bei folgendem Verfahren: 

Zu dem auf die soeben angegebene Weise vorbehandelten 
Harn setzt man B-Naphtalinsulfochlorid und zwar auf je 500 com 
nichtkonzentrierten Harns 2 ¢ in 10°%/oiger atherischer Losung. 
Diese Mischung wird mit Kalilauge leicht alkalisch gemacht 
und 9 Stunden geschiittelt. Im Laufe dieser Zeit setzt man in 
Abstiinden von 3 Stunden zweimal je 1 g des Reagens in 
Atherlésung zu, wobei man einen zu grofen Uberschu’ von 
Ather vermeidet und darauf achtet, da® die alkalische Reaktion 
der Mischung erhalten bleibt. Nach 9 Stunden wird der Ather 
abgegeossen und die darunter stehende Fliissigkeit durch Fil- 
trieren gekliirt und mit Satzséure iibersiittigt. Falls in der 
Mischung Aminosiiuren enthalten sind, erhiilt man durch HCI- 
Zusatz eine reichliche Triibung, die Fliissigkeit nimmt = eine 
weibliche Fiirbung an und wird in seltenen Fillen milchfarben. 
Kine schwache Triibung zeigt auch jener Harn, der keine 
Aminosiiuren enthiilt: deshalb ist es notwendig, aus der Fliis- 
sigkeit die Kristallverbindungen der Naphtalinsulfoaminosiuren 


zu isolieren. 
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5. [solierung der Naphtalinsulfoaminosiiuren. 


In seltenen Fillen scheiden sich die Kristalle von selbst 
ab, wenn der Harn der Kalte ausgesetzt wird. Am _ hiiufigsten 
geschieht das bet Glykokoll, doch gewohnlich geht die Kristal- 
lisation sehr unvollstaindig vor sich, so da eine weitere Be- 
handlung erforderlich wird: Zu der Fliissigkeit setzt man eine 
gleiche Menge Ather zu und schiittelt die Mischung 3 Stunden 
lang oder mehr. Der ganze Niederschlag geht bei saurer Re- 
aktion in Ather iiber, der Harn wird wieder klar. Dabei gehen 
in den Ather nur die $-Naphtalinsulfoaminosiiuren iiber und 
zum Teil die Spaltungsprodukte des Naphtalinsulfochiorids, da 
die anderen im Ather léslichen Harnbestandteile beim vorge- 
henden Schiitteln mit Ather ausgeschieden wurden. Man gieBt 
die Atherlésung in einen Kolben und verdampft den Ather, 
indem man ihn leicht erwiarmt. Der Riickstand wird in kleinen 
Portionen mit 15—20°/oigem Alkohol sorgfiiltig aufgenommen. Die 
tritbe Fliissigkeit wird erwirmt, bis sie klar wird, und in heibem 
Z7usiand filtriert. cus dem Filtrat scheiden sich in der Kiilte 
die Kristalle ab. Es empfiehit sich, Kontrolluntersuchungen durch 
abermaltiges Ausschiitteln des wieder alkalisch gemachten Harns 
mit B-NS-Chlorid durchzufiihren, um sich davon zu iiberzeugen, 
ob die ganze Menge der Aminosiiuren in die Verbindung mit 
B-Naphtalinsulfosaure cingegangen ist. Ich habe die Naphtalin- 
sulfoverbindungen von Glykokoll, Leucin, Tyrosin, Alanin und 
Asparaginsiiure untersucht. Die Verbindungen aller dieser Amino- 
siiuren mit: B-Naphtalinsiiure losen sich leicht auf in Ammoniak, 
Ather, Alkohol, in gewissem Grade auch in Benzol, sind dagegen 
schwer loslich in heibem, noch schwerer in kaltem Wasser. 
In verdiinnten Alkalien sind alle diese Verbindungen léslich; 
beim Ansiiuern der LoOsungen fallen sie wieder aus. 

Von groper diagnostischer Bedeutung ist die Fiahigkeit 
dieser Verbindungen, Athylester zu bilden. Zu ihrer Darstellung 
schlug E. Fischer folgendes Verfahren vor. Die LOsungen der 
Naphtalinsulfoaminosiiure in der zehnfachen Menge von abs. 
Alkohol wird ohne Kithlung mit Salzsiiuregas gesiittigt; der 
Athylester scheidet. sich beim EingieBen der alkoholischen 
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Fliissigkeit in kaltes Wasser als dicker Breit ab, der in der 
Kiilte rasch kristallisiert. Die Ester lOsen sich in Ather und in 
schwachen Alkalien auf und fallen bet Zusatz von Siiuren aus. 
(Fischer.) Die Athylester kristallisieren leicht und besitzen 
scharfe Schmelzpunkte. 

Die Naphtalinsulfoverbindungen, wie ich sie nach Zusatz 
verschiedener Aminosiuren (Glykokoll, Alanin, Leucin, Aspara- 
ginsiiure, Tyrosin) zu normalem Harne mittels der oben  be- 
schriebenen Methode isoliert habe, zeigen folgende Eigenschaften. 


Glykokoll. 


Die Kristallisation des B-Naphtalinsulfoglykokolls aus den 
Losungen im Harne vollzieht sich nach der oben angefiihrten 
Bearbeitung auberordentlich vollstiindig und schnell. Die Aus- 
beute betriigt ungefiihr 80°/o der Theorie. Die Form der Kri- 
stalle ist schon von E. Fischer und P. Bergell beschrieben: 
Sie erscheinen als langgestreckte, manchmal zugespitzte Blatter, 
die meist bischelformig verwachsen sind und kein Kristallwasser 
enthalten. Schmelzpunkt 156°. Die Verbindungen lésen sich in 
ungefihr 100 Teilen kochenden Wassers auf. Je reiner und 
vollstiindiger die Kristallisation ist, desto mehr niihert sich die 
Form der einzelnen Kristalle derjenigen einer Nadel. Der Athyl- 
ester schmilzt fast ohne Rest bei 79° Das Baryumsalz des 
B-Naphtalinsulfoglykokolls ist in Wasser sehr schwer  loslich, 
wodurch es sich von den Baryumsalzen der tibrigen Amino- 
siiuren unterscheidet. 


Alanin (racemisches). 


Das B-Naphtalinsulfoalanin§ kristallisiert ziemlich leicht 
und schnell. Die Ausbeute betriigt ungefiihr 40°/o der Theorie. 
Die zarten Kristalle stellen unter einer Lupe abgebrochene 
Nadelstiicke, unter dem Mikroskop aber sehr feine lange spieb- 
artige Prismen dar. Bei nicht besonders sorgfiiltiger Kristallisation 
stellen sie Konglomerate aus verwachsenen Nadeln dar. Schmelz- 
punkt 151°. Der Athylester entsteht leicht und schmilzt bei 78° 
zu einer Fliissigkeit, die bei Abkiihlung zu einer harten Masse 
erstarrt. Die Kristalle sind ihrer Form nach zarte, sprode 
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Nadeln, welche durch das Filtrieren und Abtrocknen leicht ihr 
kristallinisches Aussehen verleren. 
Leucin. 

Die Wechselwirkung zwischen B-Naphtalinsulfochlorid und 
Leucin findet lange nicht so vollstiindig wie bei Glykokoll statt. 
Die Ausbeute betriigt nicht mehr als 50° 0 der Theorie. 

Die B-Naphtalinsulfoverbindungen des Leucins pflegen die 
Formen von unregelmiibigen Stechiipfeln, radial  gestreiften 
Kugeln, Konglomeraten aus verwachsenen Niidelchen zu haben. 
Bei sorgfiltiger Kristallisation besitzen die Kristalle ein mehr 
charakteristisches Aussehen. Eines der Leucinpriiparate aus der 
Fabrik von Bayer in Elberfeld, dessen ich mich bediente, hatte 
225° Schmelzpunkt und war optisch inaktiv. Seine Verbindung 
mit B-Naphtalinsulfosiure stellte in reinem Zustande Gruppen 
tells sehmaler langer Blittehen, teils verlingerter Tiifelchen 
verschiedener Breite dar. Der Schmelzpunkt dieses 8-Naphtalin- 
sulfoleucins war 150—151°. Der Athylester besitzt die Form 
kleinerer und kiirzerer Nadeln als derjenige des Glykokolls. 
Schmelzpunkt 77° 

Das B-Naphtalinsulfoleucin lost sich in ungefiihr 300 Teilen 
kochenden Wassers. Ein anderes Leucinpraéparat. das aus der 
Sammlung der Klimk stammte, und welches offenbar ein Ge- 
misch aus optisch aktivem und inaktivem Leucin darstellte und 
170° Schmelzpunkt hatte, ergab mit B-Naphtalinsulfosiiure eine 
Verbindung ebenfalls von 151° Sehmelzpunkt. 

Reimes optisch aktives Leucin von Kahlbaum gab mit 
B-Naphtalinsulfosiure weniger vollkommene Verbindungen als 
die friiheren Priiparate. Die Kristalle stellten kleine Schtippchen, 
unter dem Mikroskope Blittchen dar; Schmelzpunkt 75°: die 
Verbindung verlor ziemlich rasch das Kristallwasser und schmo!z 
dann ber 150-—151°. 

Alle Leucinpraparate geben bei der Schmelzung als Riick- 
stand eine kleine Menge dunkelgelblicher Glartiger Fliissigkeit. 
Asparaginsiiure. 

Die Entstehung der Verbindung geschieht mit derselben 


Vollstiindigkeit wie diejeni des Alanins. In der reinsten Form 
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stellen die Kristalle der B-Naphtalinsulfoasparaginsiiure glanzende 
schéne Bliattchen dar. Unter dem Mikroskop erinnern sie stark 
an die hyalinen Zylinder des Harnes. Wenn die Kristallisation 
weniger vollkommen vor sich geht, jindert sich scharf die Form 
der Kristalle. In diesem Falle sehen wir unter dem Mikroskop 
entweder konzentrisch oder hyalin gestreifte Disken oder Kugeln 
oder aber Gebilde in der Stechapfelform. Schmelzpunkt 75°; 
da aber beim Abtrocknen die Verbindung leicht Wasser verliert, 
so ist dann der Schmelzpunkt 153°. Der Ester der Verbindung 
wird auf oben gezeigte Weise gebildet und erscheint makro- 
skopisch in der Form langer seidenartiger Nadeln. kines der 
Nadelenden kommt manchmal in besenartig gespaltener Form 
vor. Er schmilzt fast ohne Rest bei S1—k82?°. 


Tyrosin. 


Die Verbindung des Tyrosins mit B-Naphtalinsulfosiiure 
erscheint unter dem Mikroskop in der Form von Drusen aus 
kleinen zugespitzten bliéttern. Die Verbindung nimmt. leicht 
eine amorphe Form an. Die Kristallisation geht sehr langsam 
vor sich, beim Stehen in der Kalte in zweimal 24 Stunden. 
Die Loéslichkeit im Wasser ist viel geringer als die der voran- 
cegangenen Verbindungen: ungeféhr in 5OO Teilen kochenden 
Wassers. LOsungen sogar minimaler Mengen geben die Millon- 
sche Reaktion. Schmelzpunkt 128—130°. 

Fischer und Bergell beschreiben noch die Verbindungen 
einiger anderer Aminosiiuren mit B-Naphtalinsulfosdure : 

B-Naphtalinsulfo-phenylalanin, Schmelzpunkt 143—14+4° 
(CORT ..} 

B-Naphtalinsulfoserin. 

B-Naphtalinsuifo-galaheptosaminsauren, 

B-Naphtalinsulfo-glycylglyein. 

In Anbetracht der Bedeutung, welche die Hippursiure 
her der Bestimmung der Aminosiiuren nach Pfaundlers Ver- 
fahren besitzt. habe ich nachgesehen, ob nicht auch diese 
ebenso wie die Aminosiiuren in Wechselwirkung auf B-Naph- 
talinsulfochlorid eintritt. Ich stellte fiinf Untersuchungen mit 
Hippursiure und mit hippursaurem Natron an und nahm zur 
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Untersuchung Losungen dieser Stoffe in Wasser und auch im 
Harne. Um einem Irrtum vorzubeugen, wurden die Amino- 
siiuren vorliiufig aus dem Harne ausgeschieden. Das Unter- 
suchungsergebnis war negativ: die Hippursiiure tritt mit B-Naph- 
talinsulfochlorid in keine Wechselwirkung ein. 

Aus diesem negativen Resultat geht gleichzeitig hervor, 
dali bei unserer Bearbeitung des Harnes eine Spaltung der 
Hippursiiure in Glykokoll und Benzoesiure nicht. stattfindet. 
Jedenfalls befreien wir uns von der Hippursaure von vornherein 
dadurch, dafi wir den zu untersuchenden Harn ansiiuern und 
mit Ather schiitteln, wobei die Hippursiiure in den Ather iibergeht. 

Von besonderem Interesse ist die Unterscheidung der 
einzelnen Aminosauren. Freilich, wenn mit dem Harne_ nur 
eine einzige Aminosiiure ausgeschieden wird, kann die Bestim- 
mung des Schmelzpunktes der Verbindung selbst, sowie ihres 
Esters und Form dieser Kristalle die Entscheidung geben. 
Wenn aber gleichzeitig mehrere Aminosiiuren im Harne auf- 
treten, so kann die iiufere Form der Kristalle der B-Naphtalin- 
sulfoaminosiiuren kaum zu einer eindeutigen Bestimmung fiihren: 
deshalb ist jede Methode von Wert, die es ermdglicht, sich 
auch nur einigermafen in dem Gemisch der Aminosiiuren zu 
orientieren. Zu diesem Zwecke kann man sich des folgenden 
Verfahrens bedienen, das zuerst von Abderhalden und bergell 
vorgeschlagen wurde: es beruht darauf, dai das Barytsalz des 
6-Naphtalinsulfoglykokolls im Wasser viel schwerer sich lost, 
als dasjenige der iibrigen Aminosiiuren. Das Gemenge der 
verschiedenen Naphtalinsulfoaminoséiuren wird durch Zusatz der 
20fachen Menge heiBen Wassers und einiger Tropfen Ammoniak 
in Losung gebracht. Der Uberschu8 des Ammoniaks wird durch 
Krhitzen auf dem Wasserbade entfernt. Zu dieser Losung gibt 
man dann Chlorbaryumlésung hinzu. Der mehr oder weniger 
reiche Niederschlag wird auf dem Porzellanfilter abgesaugt. 
Der Niederschlag auf dem Filter stellt das Baryumsalz des 
8-Naphtalinsulfoglykokolls dar, die Baryumsalze der iibrigen 
6-Naphtalinsulfoaminosiéuren gehen in das Filtrat tiber. Dann 
wird der Niederschlag mit HCl bearbeitet, worauf wir wiederum 
das ®-Naphtalinsulfoglykokoll kristallinisch erhalten. Das Filtrat 
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wird ebenfalls mit HCl angesiuert, worauf beim Stehen die 
B-Naphtalinsulfoaminosiiuren ausfallen. Der Umstand, dafi die 
8-Naphtalinsulfoaminosiiuren in Alkoho! gut und in Wasser 
schlecht léslich sind, BaCl, wiederum umgekehrt, ermdglicht 
es, die Verbindungen durch Umbkristallisieren aus  heifem 
30°/oigen Alkohol zu reinigen. 

Nach der Ausscheidung des Glykokolls kann man mit 
Hilfe der Millonsehen Reaktion das Vorhandensein des Tyrosins 
erkennen. 

Leider besitzen wir keine anderen bequemen und cha- 
rakteristischen Reaktionen aufber den bei jeder einzelnen Ver- 
bindung oben genannten. 

Zur sicheren Unterscheidung dieser Verbindungen muf 
man daher zur Elementaranalyse greifen oder man spaltet die 
Naphtalinsulfoverbindungen und identifiziert die dabei freiwer- 
denden Aminosiiuren. 

Zur Spaltung der B-Naphtalinsulfoaminosiuren 
bediente ich mich des Verfahrens von Em. Fischer, wonach 
diese Verbindungen bei andauerndem Erhitzen mit Salzsiiure 
im geschlossenen Rohr auf 110° sich vollstiindig spalten. 
Die Spaltung und die Ausscheidung der Aminosiiuren aus den 
Spaltungsprodukten der B-Naphtalinsulfoaminosiiuren wurde von 
mir in folgender Weise durchgefihrt: 

Kine bestimmte Menge der Naphtalinsulfoverbindung wird 
mit der zehnfachen Menge HCl (Spez. Gew. 1,19 g) in einer 
zugeschmolzenen Rodhre mit Hilfe eines Olofens!) bei einer 
Temperatur von 110-——-120° ftinf Stunden lang erhitzt. Nach 
der Spaltung wurde der Inhalt der Rohre in einer kleinen 
Menge Wasser gelést und filtriert. 

Das Filtrat wird abgedampft, um den Uberschu8 an HCI 
zu entfernen, der trockene Rest wird in Wasser gelOst und 
mit kleinen Mengen von Bleiessig vorsichtig ausgefillt; dabei 
mufi man die sich bildenden Niederschliige jedesmal abfiltrieren, 
da sie sich im Uberschuf8 von Bleiessig wieder auflésen. Wenn 


1) Ich sehe es als eine angenehme Pflicht an, dem hochverehrten 
Herrn Geheimrat Prof. K. Voit fiir die Erlaubnis, den Olofen des physio- 
logischen Laboratoriums zu gebrauchen, meinen Dank auszusprechen 
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man beim Zusatz von Bleiessig keinen Niederschlag mehr erhiilt, 
auch nicht beim Stehen der LoOsung, so entfernt man den 
Uberschufi von Bleiessig durch H,S. Bei diesem Verfahren 
wird die B-Naphtalinsulfosiiuré als Bleisalz ausgefillt, die Amino- 
siuren bleiben gelést. Die Losung der Aminoséuren wird aber- 
mals abgedampft, der Rest in HCI] gelést, um das Chlorid dar- 
zustellen; der Uberschu$8 von Salzsiiure wird durch Erhitzen 
auf einem Wasserbade entfernt. 

Um aus den Chloriden die freien Aminosiiuren herzu- 
stellen, behandelt man die Losung der Aminoséurechloride 
mit frisch bereitetem Silberoxyd. Nachdem durch Filtration 
das Chlorsilber und das iiberschiissige Silberoxyd entfernt ist, 
erhilt man im Filtrat die freien Aminosiiuren, die sich leicht 
kristallinisch darstellen lassen. Zur Identifizierung des Glyko- 
kolls empfiehlt es sich, dieses in die Kupferverbindung tiberzu- 
fiihren, was durch das Kochen der AminosiiurenlOsung mit 
Cuprum carbonicum leicht zu erreichen ist. Das Kupfersalz 
des Glykokolis stellt auBerordentlich charakteristische Nadeln 
dar, die in Wasser leicht, in Alkohol aber nicht loslich sind, 
Die Kupfersalze der tibrigen Aminosiuren geben keine solche 
charakteristischen Kristalle, wobei zu bemerken ist, dab sich 
das Kupfersalz des Leucins schwerer im Wasser lost. 

Da es meine Aufgabe war, die Ausscheidung von Amino- 
siituren bei eimigen Krankheiten zu verfolgen, so stellte ich 
vorliufig mehrere Untersuchungen mit dem Harne von Gesunden 
an, die sich unter gewoOhnlichen Ernahrungsbedingungen  be- 
fanden. Die Resultate waren folgende: 

Der Harn dreier gesunder Individuen gab, mit B-Naphtalin- 
sulfochlorid) bearbeitet, nach Ansiiuren eine etwas getribte 
Fliissigkeit; doch gelang die Kristallisierung aus dieser getriibten 
Fliissigkeit entweder gar nicht, oder ich erhielt eine so unbe- 
deutende Menge kristallisierter Verbindungen, dab sie nicht 
einmal zur Bestimmung des Schmelzpunktes ausreichten. Aus 
mehreren Untersuchungen gesunden Harnes erhielt ich durch- 
schnittlich 0.025 ¢@ B-Naptalinsulfoaminosiiure pro Tagesmenge. 
Nur einmal erhielt ich aus dem Harne eines gesunden jungen 
Menschen bet ausschlieBlicher Fleischkost 0,04 ¢ N.-Sulfoamino- 
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siiure. Ich hatte auch Gelegenheit, einen Harn nach = sub- 
kutaner Injektion von Glykokoll mit der beschriebenen Methode 
zu untersuchen. 

Im Krankenhaus befand sich eine 25 Jahre alte Patientin, Anna K., 
welche Erscheinungen von Ulcus ventriculi mit Symptomen drohender 
Perforation darbot. Da die Ernihrung auf dem _ natiirlichen Wege ge- 
fihrlich schien, tibrigens auch jeder Versuch, einen Schluck Wasser 
per os beizubringen, zu Erbrechen fiihrte, die Einfiihrung von Nihr- 
klysmen aber heftige Schmerzen zur Folge hatte, so wurde die Patientin 
lingere Zeit hindurch auf subkutanem Wege erniihrt; es wurden tiighch 
ca. 60 g Traubenzucker und etwas Kochsalz in isotonischer Lésung 
injiziert. Nachdem die Erniihrung durch 10 Tage auf diese Weise fort- 
cesetzt worden war, wurden am 11. Tage neben dem Traubenzucker 
auch 2,0 g Glykokoll subkutan injiziert. 

Die Injektion wurde von der Kranken ebenso gut wie die friiheren 
ertragen, was uns gestattete, am anderen Tage eine Jnjektion von 4 g, 
dann 4 Tage spiiter eine solche von 6 g Glykokoll zu machen. 

Der in den ersten 24 Stunden nach der Injekttion von 
4 g und 6 g Glykokoll ausgeschiedene Harn wurde auf Glykokoll 
untersucht. Doch war das Ergebnis negativ. 

Solche einzelne Untersuchungen mit subkutaner Injektion 
verhaltnismabig kleiner Mengen Glykokolls lésen freilich die 
Frage tiber das Schicksal der Aminosiiuren im Organismus 
nicht, nichtsdestoweniger erscheint dies einigermafen als eine 
bestatigung der Meinung, daf die eingefiihrten Aminosiiuren im 
Organismus vollstiindig oxydiert werden. 


Il. 


Nach diesen Experimenten hielt ich es fiir modglich, an 
die Untersuchungen des Harnes bei verschiedenen Erkrankungen 
zu gehen. 

Die Untersuchungsbedingungen waren nachstehende: Es 
wurde fiir die Untersuchungen mdoglichst frischer Harn ge- 
nhommen, sodafi von der Zeit des Harnlassens bis zur Analyse 
nicht mehr als 24 Stunden vergingen. Wenn keine Moéglich- 
keit war, den Harn unmittelbar zu untersuchen, so wurde er 


aufbewahrt und, um einer Zersetzung vorzubeugen, mit einer 
alkoholischen Lésung von Thymol! oder mit Chloroform versetzt. 











390 Alexander Ignatowski, 


Der Harn der an Konstitionsanamalien, z. B. Gicht und 
Leukiimie leidenden Kranken wurde fiir die Untersuchungen 
nur in fieberlosem Zustand genommen. 


Gicht. 
Fall I. N—i, Heinrich, 63 Jahre alt, Zimmermann. 

Anamnese: Erster akuter Gichtanfall vor 12 Jahren in den Grofizehen- 
gelenken; seither jihrlich ein oder mehrere Anfiille. 

Potatorium: 3—4 | Bier. 

Status vom 11. Oktober 1903: Die Gelenke der |. und II. Zehe rechts 
sowie der I. Zehe links geschwollen, schmerzhaft. Gichtperlen an 
den Ohrmuscheln. Diarrhéen. 

Therapie: Citarin 2,0. Lichtbéader. 

Verlauf: Der Anfall dauert 2 Wochen. 

22. I. OF bis 3. Il. O4 neuer Anfall (Sprunggelenk und Gelenk der 
Il. Zehe links, dann Kniegelenk rechts) 

Harnmenge: 700—1000 ccm, spez. Gewicht 1010—1019, kein Eiweif. 
Untersuchung des Harns auf Aminosiiuren vom 22. Januar 

bis 9. Miirz. 

Zurzeit des Anfalls wurden aus dem viertiigigen Harn 

0,46 g 8-Naphtalinsulfoaminosiiuren erhalten, 


also pro ‘Tag durchschnittlich 0.115 ¢ 
in der anfallsfreien Zeit dagegen nur 0,096 
in der letzten Zeit nur noch 0,088 —0,082 


Die ganze Menge der Naphtalinsulfoverbindungen wurde 
der Spaltung unterworfen; es gelang, fast reines Glykokoll zu 
erhalten; die anderen Verbindungen  stellten nur eine unbe- 


deutende Beimischung dar. 

Fall Il. F—r, Wolfgang, 65 Jahre alt, Tagléhner. 
Anamnese: Erster akuter Gichtanfall 3. bis 12. Sept. 1903 (linkes Sprung- 
gelenk und Handgelenk). 

Zweiter Anfall 4. Okt. bis Mitte Okt. (linkes Sprunggelenk und Kniegelenk). 
Dritter Anfall seit 1. Nov. 

Status: Rétung und Schmerzhaftigkeit des linken Kniegelenkes. Gicht- 

perlen am rechten Ohr. 

Radialarterie sklerosiert. Harnmenge 1100—1300, spez. Gew.. 
kein Eiweifs (bei den friiheren Anfiallen war leichte Albuminurie 
gefunden worden). 

Therapie: Moorbider, Lichtbader, Aspirin. 
Verlauf: In den ersten Tagen leichte Temperatursteigerungen. Allmahliche 
Abklingen des Anfalles bis 1. Dezember. 
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Aus dem Harn des 6., 8., 11. und 12. November wurden 
0.288 g Naphtalinsulfoverbindung erhalten, also wihrend der 
Anfallszeit tiiglich durchschnittlich 0,096 g. 

Die Untersuchung in der Zeit vom 11.—16. Dezember, 
zu emer Zeit, in der der Kranke bereits schmerzfrei war, 
ergab im Durchschnitt pro Tag O,O87 ¢g. 

Aus der Gesamtmenge der Naphtalinsulfoverbindungen, 
0.81 g, erhielt ich 0,73 ¢ Naphtalinsulfoglykokoll (Schmelz- 
punkt 156°): ein Teil davon wurde mit Athylalkohol verestert. 
Der Schmelzpunkt des erhaltenen Esterts (78°) entsprach dem 
des Glykokolinaphtalinsulfosiiure-Athylesters. 

Die Kristallisaion des geringen Restes der Naphtalin- 
sulfoverbindung gelang nicht. 

Fall II. H—e, Karl, 30 Jahre alt, Reisender (ehemaliger Monteur). 

Anamnese: Vater leidet an einer Gelenkskrankheit. 

Erster Gichtanfall 1897 im linken Grofizehengelenk. Dauer 
8—10 Tage. 

Seither acht iéihnliche Anfille; wiihrend des zweiten Anfalls 
Nierenkolik. In der anfallsfreien Zeit bei liingerem Gehen geringe 
Schmerzen in den Gelenken der Beine. 

Beginn des jetzigen Anfalls am 2. April 1904. 

Status (5. April): Roétung, Schwellung, starke Schmerzhaftigkeit des 
rechten Grofizehengrundgelenkes. Haut glainzend, Venen gefiillt. 
Leichte Schmerzhaftigkeit des linken Grofizehengrundgelenkes, des 
rechten Kniegelenkes. Neben der rechten Achillessehne leichte 
Schwellung und Schmerzhaftigkeit. 

Gichtperle an der linken Ohrmuschel. 

Herz leicht hypertrophisch, an der Spitze systolisches Gerausch ; 
verstarkter [I]. Pulmonalton. Lupus facie). 

Therapie: Watteverband, Aspirin 5 >< 1,0. 

Verlauf: Allmiéhliche Besserung; am 8. April ist der Anfall fast voll- 
stiindig abgelaufen. 

Aus dem (eiweibfreien) Harn des 6. April, also wiaihrend des 


~~ 


Anfalls, wurden erhalten an Naphtalinsulfoverbindung 0,114 g 
aus dem Harn der anfallsfreien Zeit pro die O17 » 
also ungefiihr die gleiche Menge. 

Aus der Gesamtmenge (0,576 g) erhielt ich infolge einiger 

Verluste nur 0,27 g Naphtalinsulfoglykokoll. 


Verbindungen anderer Aminosiuren sind nicht zustande 
cekommen. 
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Fall IV. H—r, Georg, 42 Jahre alt, Dienstmann. 

Anamnese: Erster Gichtanfall vor 8 Jahren in der groften Zehe. 

Seither 7—8 Anfiille. 
Beginn des gegenwiirtigen Anfalls: 18. Dez. 1903 (akut). 
Potus: friiher 6—7 | Bier, jetzt 3 1. 

Status (20. Dez. 1903): Schwellung und Schmerzhaftigkeit beider Grof- 
zehengrundgelenke und der Chopartschen Gelenke. Haut gliinzend 
gerotet. 

Temperatur am 18. Dez. bis 58,4°, vom 20. Dez. an normal. 

Therapie: Heifluftbehandlung, Natr. salicylic. 3 g, Citarin 3 X& 2,0. 

Verlauf: Am 26. XII nur noch das linke Chopart-Gelenk betroffen, am 
8. 1. O4 Rétung und Schwellung geschwunden. 

Der Harn war frei von Eiweif. In der Zeit des Anfalls 
(18., 19. Dezember) wurden pro Tag 0,13875 g Aminosiurenver- 
bindungen aus dem Harn erhalten: in der anfallsfreien Zeit 
(4., 5. Januar) 0,157 g, also mehr als wiihrend des Anfalls. 

Aus den Verbindungen wurden 0,336 ¢ Naphtalinsulfo- 
elykokoll erhalten. Der Rest der Naphtalinsulfoverbindungen 
(0,09 ¢) zeigte einen Schmelzpunkt von 149° und lieferte einen 
bei 77% schmelzenden Athylester. Diese Zahlen stimmen mi! 
denen der entsprechenden Leucin-Verbindungen tberein. Zu 
einer sicheren Identifizierung reichte das Material nicht aus. 

Fall V. Pf—r, Michael, 53 Jahre alt, Monteur. 

Anamnese: Beginn vor 17 Jahren mit Schmerzen, Schwellung und Roétung 
der grofen Zehen. Wiederholte akute Anfille in den Knie-, Fuf- 
und Zehengelenken., : 

Beginn des jetzigen Anfalls am 4. [. 1904, plotzlich, in de a 
rechten grofen Zehe und im rechten Sprunggelenk. 

Status (5. Jan. 1904): Im rechten Grofizehengrundgelenk starke Ent- 
ziindungserscheinungen, ferner am Malleolus internus und an der 
Ansatzstelle der Achillessehne. An der Ohrmuschel Gichtknétchen 

Herzdiimpfung unbedeutend nach links verbreitert. 
Leichtes systolisches Geriiusch an der Herzspitze. 

Therapie: Watteverband, Aspirin 4 % 1,0 taglich, bis 121, dann Moorbiider 
Bereits nach 3 Tagen erfolgte rasche Besserung. 

Aus dem Harn vom 7., 8. und 9, Januar (also wihrend 
und unmittelbar nach dem Anfall wurden 0,402 g Naphtalin- 
sulfoverbindungen gewonnen, d. i. pro Tag 0,134 g. Aus den 
Verbindungen wurde 0,297 g Naphtalinsulfoglykokoll isoliert: 
0,019 g betrug die Menge der iibrigen Naphtalinsulfoaminosauren. 
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Fall VI. G—f, Josef, 33 Jahre alt, Schriftsetzer. 

Anamnese: Im Alter von 16 Jahren zum ersten Mal Bleikolik, die sich 
fiinfmal wiederholte; im Anschluf§ daran Lihmung beider Arme 
und Hinde. 

1899 Schiittelfrost, Fieber, Schmerzen in den Fufgelenken. 

Seitdem 10—12 solcher Anfiille, auch in den Fingergelenken. 

Beginn des Jetzigen Anfalls Ende August 1903 in den Finger- 
gelenken, dann in den Fufigelenken. 

Potus: 2—4 | Bier. 

Status (13. Okt. 1903): Handgelenke, zahlreiche Fingergelenke wenig oder 
gar nicht beweglich. 

An dem Mittelfinger der rechten Hand ein Knodtchen, das 
Kristalle von harnsauren Salzen enthiilt. 

Muskulatur der Arme und Beine schlaff und atrophisch, Harn- 
menge nur 1 1, spez. Gewicht 1011. Spuren Eiweih. 

Diagnose: Gicht, chronische Bleivergiftung. 

Therapie: Tinctura Colchici, Heifluft, Massage, Moorbider. Vom 6. Miirz 
an nur die letzteren. 

Verlauf: Die Schmerzen in den Fingergelenken gehen auferordentlich 
langsam zuriick, 

Aus 6 Litern Harn, die aus der Zeit vom 14.—25. Marz 
stammten, also aus einer Zeit, als die akuten Krankheits- 
erscheinungen bereits aufhorten, wurde eine bedeutende Menge 
(0,363 ¢) Naphtalinsulfoverbindungen dargestellt, doch gelang 
es mir, aus diesem Gemenge nur sehr wenig Glykokollverbindung 
zu isolieren; die Ubrigen Naphtalinsulfoaminosiuren (Schmelz- 

: punkt 156°) stellten Konglomerate von Kugeln dar (Schmelz- 
‘ punkt 148—150°). 
Fall VII. N—l, Simon, 41 Jahre alt, Musiker. 

Anamnese: Vater und eine Schwester an Gicht gestorben, 

Erster typischer Gichtanfall 1893. Seither zunehmend jiihrlich 
2—4 Anfiille. Lues. 

Beginn des jetzigen Anfalls 23. Okt. 1903 mit starker schmerz- 
hafter Anschwellung und Rétung des proximalen Interphalangeal- 
gelenkes des rechten Mittelfingers; am 25. Okt. wurden beide 
Sprunggelenke und Grofizehengelenke ergriffen. 

Status: Ellbogen- und Handgelenke der rechten Hand entziindet. An den 
Dorsalseiten der Hinde und Finger. ebenso an beiden Ohren 
Gichtknoten. Beide Kniegelenke zeigen Schwellung (Erguf) und 
Rétung; am = stirksten sind die Grofizehengelenke des rechten 


Fufes und das Gebiet der rechten Achillessehne ergriffen. 
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KoOrpertemperatur am 51. Okt.: 38,7°. 
Harn enthalt Spuren Eiweif. 
Therapie: Citarin 3° 2,0 g, Heifiluftbéader. 
Verlauf: Am 6. Nov. sind die akuten Erscheinungen geschwunden; am 
24. Nov. ein neuer gleichartiger Anfall, der bis 3. Dez. anhiilt. 
Der Harn wurde wiithrend und auch nach dem 2. Anfall, 
vom 2.—6, Dezember, auf Aminosiiuren verarbeitet; es wurde 
an Naphtalinsulfoverbindungen erhalten: 


2. Dezember 0,203 g 
, 
ze; 


O.196 
X). 0.172 
6. » O19 


Durchsehnitt O19 g 
Die Untersuchung in der anfallsfreien Zeit ergab: 


16. Dezember O18 g 


1s. > 0.176 » 
24, 0.183 » 
28, > O.147 


Durehsehnitt OQA71 ¢ 


Die ganze Menge (1,52 g) der Naphtalinsulfoverbindungen 
wurde nach dem oben beschriebenen Verfahren mit Chlorbaryum 
getrennt: es wurden so 1,05 ¢ Naphtalinsulfoverbindung  er- 
halten, deren Ba-Salz in Wasser unloslich war, und 0,07 ¢, die 
ein lisliches Ba-Salz geliefert hatten. 

Der Sehmelzpunkt dieses zweiten kleineren Teiles betrug 
153°, der Schmelzpunkt des Athylesters 81°. Diese Zahlen, 
ebenso die Kristallformen der Saure wie des Esters sprachen : 
iibereinstimmend dafiir, dai die entsprechenden Verbindungen 4 
der Asparaginsiéiure vorlagen. Leider war es wegen der : 
allzu kleinen Menge der Verbindung unmoglich, eine Elementar- 
analyse oder die Spaltung durchzufthren und so die Gegenwart 
der Asparaginsiure tber alle Zweifel sicherzustellen. 

Der grobere Teil der Naphtalinsulfoverbindungen, 1,05 g, 
war nach der Unloslichkeit’ seines Baryumsalzes und nach 
seinem Schmelzpunkt (155°) offenbar als Glykokollverbindung 
anzusprechen. 

Bei der Elementaranalyse lieferte dieses Priiparat, im 
Vacuum iiber Schwefelsiiure getrocknet, folgende Zahlen: 





m : pee 
Uber das Vorkommen von Amuinosiiuren im Harn ete. YD 
0.1539 g Substanz leferten 0.3054 g CO,, 0,0692 g H,O 


= 9415°/o C, 4,34°/o H. 
g Substanz leferten 03400 g CO,, 0,0674 g H,O 
= D441 %o C, 4,39°%/o H. 


0.1632 ¢ Substanz ergaben 7.7 ccm N (758 mm Bar., 20,2° C.) = 5,38°/o N 


— 


O.1704 


0.2567 » > » 12,1 » » (758 >» =» 22% » )=5,32%o » 
Berechnet fiir C,,H,,O,NS: C 54,35°/0, H 4,16 %o, N 5,30°%o 
Gefunden (Mittelwerte): >» 54,28%)0, » 4,365°%o, » 3,35°%/o 


Sehlieblich wurden 2,34 ¢ der Naphtalinsulfoverbindung 
der Spaltung nach dem oben (Seite 387) geschilderten Verfahren 
unterworfen; die Spaltung leferte 0,9 g Aminosiiuren. Durch 
wiederholtes Umkristallieren aus heibem ammoniakalischem 
Alkohol und Waschen mit Alkoholiither gelang es, der Form 
nach glykokollihnliche Kristalle zu erhalten, die einen siben 
Geschmack hatten und bei 228—229° schmolzen, also etwas 
niedriger als reines Glykokoll (252—236 °). 

Die so erhaltenen Kristalle wurden mit Kupferkarbonat 
in der Wiirme behandelt; aus der vom iiberschtissigen Kupfer- 
karbonat abfiltrierten Lésung kristallisierten zwei Kuplerver- 
bindungen aus. Die eine, an Menge kleinere, bestand aus 
rhombischen Blittchen; nach Abscheidung des Kupfers durch 
HS wurde aus ihnen eine kristallinische Substanz erhalten, 
deren Schmelzpunkt 300° tberragte. 

Die Hauptmasse der Cu-Verbindung bestand aus den 
typischen Nadeln des Glykokollkupfers. In dem mehrmals um- 
kristallisierten Priiparat wurde der Cu-Gehalt nach Rose bestimmt. 

0.2289 ¢ im Vacuum iiber Schwefelsiure getrocknete Substanz 
saben 0.0786 g Cu,S. 

Berechnet fiir (C,H,NO,),Cu ++ H,O: 
Gefunden: 

Damit ist das Vorkommen von Aminosauren, 
speziell von Glykokoll im Gichtharn mit aller Sicher- 
heit festgestellt. 

Nach den, Eigenschaften der aus den anderen untersuchten 
Gichtharnen erhaltenen Naphtalinsulfoverbindungen kann es 
keinem Zweifel unterliegen, dab diese Glykokollausscheidung 
eine regelmibige Erscheinung der gichtischen Er- 


Yt 
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krankung ist. Neben dem Glykokoll finden sich im Gichtharn 
Ofters noch andere Aminosaduren in geringerer Menge: 
um welche Aminosiiuren es sich dabei handelt, konnte nicht mit 
aller Bestimmtheit festgestellt werden : es scheinen verschiedene 
Aminosiiuren vorzukommen, so Leucin (Fall IV) und Aspa- 
raginsiiure (Fall VII). 

Fir die Menge der ausgeschiedenen Aminosiiuren gibt 
das Gewicht der erhaltenen Naphtalinsulfoverbindungen einen 
ungefiihren Anhaltspunkt (s. folgende Tabelle); eine sichere Be- 
ziehung der Menge zu dem Eintritt eines Gichtanfalles hat sich 


nicht ergeben. 








Naphtalinsulfoaminosiuren 





Fall pro Tag Gefundene Aminosiiuren 
Anfall Anfallsfrei 
I (N—i) O115 0,096 | Glykokoll 
Il (F—r) | 0.096 | (0).O87 | 
| 
Hl (HW—e) O.414 O117 
IV (if —r) 0,138 | O.157 | “ wenig Leucin 
V (Pf—r O14 | — | > 
VI (G—f) | 0.121 | wenig Glykokoll, viel andere 
| Aminosiiuren 
VII (N—lI) | O19 O.171 Glvkokoll, Asparaginsaure 
| \ } 


Welche Bedeutung der Ausscheidung von Aminosiiuren, 
speziell von Glykokoll in der Pathologie der Gicht zukommt, 
kOnnen wir bei unseren gegenwirligen Kenntnissen von dem 
Wesen des gichtischen Prozesses unmodglich bestimmen. 

Dali gewisse Beziehungen zwischen dem Glykokoll und der 
bei der Gicht zweifellos eine Rolle spielenden Harnsiiure bestehen, 
erscheint bereits durch friihere Untersuchungen nahegelegt. 

Horbaczewski') und mit ihm andere Autoren sind der 
Meinung, das Glykokoll sei eine Vorstufe der Harnsiure. Dab 
Glykokoll, Leucin und Asparaginsiiure im Organismus des Vogels 
in Harnsiiure tibergehen, ist durch die Versuche von Knieriem?) 


erwiesen. 


') Horbaezewski. Monatshefte fiir Chemie, 1882—1891 


Knieriem, Zeitschrift fiir Biologie, Bd. 13. 
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Andererseits hat H. Wiener!) durch Experimente am 
Kaninchen bewiesen, dafi das Glykokoll als ein Zersetzungs- 
produkt der Harnsiiure erscheinen kann; er zeigte, daB nach 
Kinfubr von Harnsiiure bei Kaninchen der «Glykokollvorrat» 
dieser Tiere erheblich ansteigt. Weiter stellte er fest, dafi der 
Glykokollgehalt isolierter Organe (Niere, Muskeln) bei Digestion 
mit Harnsiiure grober wird. 

Fir die Differentialdiagnose der Gicht scheint es iiuberst 
wichtig, ob auch bei gichtéihnlichen Krankheiten, z. B. chro- 
nischem Gelenkrheumatismus und Arthritis deformans, eine 
Ausscheidung von Aminosiiuren  stattfindet. 

Da mir aus fuberen Griinden nur wenig Zeit zur Ver- 
liigung stand, konnte ich nur eine Untersuchung eines Harnes 
von einem an tvpischer Arthritis deformans_ leidenden 
Kranken anstellen. 

F—r, Edmund, 41 Jahre alt, Zimmermann. 


Die Krankheit begann im Herbst 1901 allmahlich mit unbedeutenden 
Schmerzen in den Kniegelenken ohne entziindliche Erscheinungen. Die 
Schmerzen nahmen nach und nach zu, so dafs Patient das Bett hiiten 
mufte. Im Sommer 1903 befiel die Krankheit auch die Gelenke der 
oberen Extremitéten und der Wirbelséiule, im Herbst 1903 auch die 
Kiefergelenke. Gegenwiirtig (Mai 1904) sind fast alle Gelenke betroffen, 
am stiirksten die Grundgelenke der Finger, die stark verdickt, subluxiert 
und in ihrer Beweglichkeit sehr betrachtlich herabgesetzt sind. Die Knie- 
velenke sind stark verdickt. Stehen und Gehen ist vollkommen un- 
moglich. Akute Erscheinungen fehlen. 

Zur Untersuchung wurde ein Harn von 24 Stunden ge- 
nommen. 

Das Untersuchungsergebnis war negativ. Die Menge der 
Naphtalinsulfoverbindungen war so unbedeutend, dafi die Um- 
kristallisation unmodglich war. Die Form erinnerte am wenigsten 
an Glykokoll. 

Croupése Pneumonie. 
Fall VIII, D—g, Otto, 22 Jahre alt, Student. 

Patient erkrankte am 8. IV. 04, unter Schiittelfrost und Stechen 
in der linken Seite. 

Uber dem linken Schulterblatt Dimpfung, Bronchialatmen und 
kleinblasiges Rasseln. Typisches pneumonisches Sputum. 





') H. Wiener, Arch. f. exp. Pathol., Bd. 40 u. 42. 


2* 














398 Alexander Ignatowski, 


10. IV. Kritischer Temperaturabfall. 

11. IV. Die Erscheinungen der pneumonischen Verdichtung sind 
vollstindig verschwunden. 

Die Harne vom 9.—12. April wurden auf Aminosiiuren 
untersucht. Der Harn vom 9. April gab eine unbedeutende 
Menge Naphtalinsulfoverbindung (0,07 g). Die Form der Kristalle 
war keine typische. Schmelzpunkt 84°. 

Der Harn vom 10. April (Tag der Krise) enthielt eine 
bedeutende Menge Aminosiiuren. (Menge der Naphtalinsulfover- 
bindungen 0,103 ¢.) Die Kristalle hatten die Form von Blitt- 
chen und Nadelkonglomeraten. Schmelzpunkt 152°. 

Die Menge der Naphtalinsulfoverbindungen am 11. April 
betrug nur noch 0,092 g, am 12. April 0,061 ¢. 

Fall IX, T—r, Otto, 24jaéhrig, Schlosser. 

Beginn am 3. IV. O4 mit Schittelfrost, Stechen auf der Brust. 
Atemnot und Husten. 

Die Untersuchung (7. IV.) ergibt die Zeichen einer Infiltration des 
rechten Unterlappens. Das Sputum enthiilt viele Pneumococcen. 

Am 8. IV. ist dic Infiltration weiter nach aufwiirts fort geschritten, 
in der Nacht kritischer Temperaturabfall; im den folgenden Tagen treten 
Zeichen eines unbedeutenden Exsudats in der Pleurahdhle auf, die bis 
zum 22. LY. fast vollstiindig wieder verschwunden sind. 

An einem Tage (11. April) wurde im Harn eine geringe 
Menge Zucker nachgewilesen. 

Aus dem Harne wurden folgende Mengen von Naphtalin- 
sulfoverbindungen gewonnen: 

. April 0,02. ¢ 


am 7 
Ss, > 0.09 » (Krisis) 
q Q.083 >» 


ib. » O04 » 

Die grobte Menge von Aminosiiuren wurde also am Tage 
der Krisis ausgeschieden. 

Diese wenigen Beobachtungen hinsichtlich der Pneumonie 
gestatten es mir nicht, eine bestimmte Meinung auszusprechen, 
doch kann man wohl den SchluB ziehen, da’ die Krisis 
eine bedeutend gesteigerte Ausscheidung von Amino- 
siiuren hervorrutt. Diese Tatsache ist leicht dadureh zu 
erkliiren, dal} wihrend der Pneumoniekrisis in kurzer Zeit sehr 
grobe Mengen eiweibartigen Materials umgesetzt werden. Der 
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Organismus ist nicht imstande, die ganze Masse dieser Stoffe 


zu oxydieren, und scheidet sie zum Tei! mit dem Harne aus. 


Leukiimie. 
Fall X. S—r, Anna, 24 Jahre alt, Kellnerin. 


Typischer Fall von myelogener Leukimie. 

Leber reicht bis in Nabelhdéhe. 

Milz nach rechts bis zur Medianlinie. 

Himoglobin 40°’ (Sahli). 

Erythrocyten 2860000. 

Leukocyten 410000 

Trockenpriparat: Zahlreiche Normoblasten und Megaloblasten, 
Poikilocyten. 

Die Leukocyten sind hauptsachlich polynucleare neutrophile (48 °/0) 
und Myelocyten (43°/o). 

Ziemlich viel eosinophile Zellen, viel Mastzellen. 


Der Harn setzte ein reichliches Uratsediment ab. Die 
Untersuchung des Harns auf Aminosauren ergab: 


12. Marz 0,893 Naphtalinsulfoverbindungen 
13. > 0.91 > 
14. >» f i ani 
. durchschnittlich 0,776 
6. +» 4 
16. f om 
" durchschnittlich 0,903 
7 «9 
i Die Gesamtmenge der N-Sulfoaminosauren wurde der 


Trennung mit Hilfe der BaCl,-Methode unterworfen; es wurden 
so 2 Substanzen erhalten: 

Die eine stellte Nadeln vom Schmelzpunkt 155° dar, also 
aller Wahrscheinlichkeit nach Naphtalinsulfoglykokoll. 

Die zweite bestand aus blattchen vom Schmelzpunkt 80°; 
nach 2tiégigem Trocknen bei 55° war der Schmelzpunkt auf 
149° gestiegen (Leucin?). 

Die bedeutende Menge der bei Leukimie durch den Harn 


ausgeschiedenen Aminosiiuren§ steht vielleicht mit dem = ge- 


steigerten Leukocytenzerfall in Zusammenhang. Auch hier muf 
ubrigens an Beziehungen zur Harnsiiure, deren Anhaufung im 


leukimischen Blute festgestellt ist, gedacht werden. 
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Schlubsiatze. 


1. Der normale menschljche Harn enthalt hochstens Spuren 
von Aminosiiuren; auch nach subkutaner Injektion von 6 ¢ 
Glykokoll sind keine Aminosituren in ihm nachweisbar. 

2. Betriichtliche Mengen von Aminosiuren wurden im 
Harn gefunden: 

a) bei der Gicht. Im Harn von 7 Gichtkranken wurde 
regelmiibig Glykokoll gefunden, in 3 von diesen Fallen daneben 
auch andere Aminosiiuren, wahrscheinlich Leucin und <As- 
paraginsaure: 

b) bei Pneumonie, besonders zurzeit der Krise: 

ce) bei Leukiimie. 


Fiir die Anregung zu den vorstehenden Untersuchungen 
sage ich Herrn Professor F. Miller auch an dieser Stelle 
meinen ergebensten Dank: ebenso danke ich Herrn Dr. Otto 
Neubauer, der mich bet der Durchfithrung der Arbeit mit 
Rat Tat 


und unterstiitzte. 
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Uber Kohlehydratverbrennung. 
I]. Mitteilung. 
Die aktivierende Substanz des Pankreas. 


Von 
Otto Cohnheim. 


Mit zwei Abbildungen. 


(Aus dem physiologischen Institut Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 10. Juli 1904.) 


Im Sommer 1903 habe ich Versuche mitgeteilt,!) nach 
denen die Muskeln von Hunden und Katzen ein glykolytisches 
Ferment enthalten, das aber an sich unwirksam ist und der 
Aktivierung durch Pankreas bedarf. 

Es kam nun zuniichst darauf an, diese Fermente zu 
isolieren, da nur dann eine weitere Untersuchung Erfolg ver- 
sprach. Fiir den wirksamen Bestandteil des Pankreas ist mir 
das einigermaben gelungen. Er ist kochbestindig, lOst sich in 
Wasser, in 96°/oigem Athylalkohol, dagegen nicht in Ather, 
und libt sich auf Grund dieser Eigenschaften leicht von den 
Kiweiikérpern, Fermenten und tiberhaupt den meisten Bestand- 
tellen des Pankreas trennen. 

Der Muskelsaft wurde wie friher gewonnen, indem die 
Muskeln von entbluteten Katzen gefroren, mit der Kosselschen 
Schneidemaschine zerkleinert und nach Zusatz von Kieselguhr 
mit der buchnerpresse ausgepreBbt wurden. Zu den Versuchen 
dienten stets je 40 ecm des mit Traubenzucker versetzten 
¢ Muskeln). Dazu kamen 


= 


Muskelsaftes (entsprechend etwa 75 


1) QO. Cohnheim, Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, S. 336 (1903). — 
Zuerst vorgetragen im Heidelberger Medizinischen Verein am 2&8. Juli 
1903 (Referat Miinchener Medizinische Wochenschrift, 1903, S. 2029). 
ich gebe das Datum ausdriicklich, da im Zentralblatt fiir Physiologie die 
Prioritit fiir die im August 1903 erschienene Dissertation von Friiulein 


R. Hirsch reklamiert wird. 


4A)? Otto Cohnheim. 


5cem einer geséttigten LOsung von Natriumbikarbonat, reichlich 
Toluol und wechselnde Mengen der Pankreasextrakte. Dann 
wurden die Flaschen 16—--20, Stunden in den Brutschrank ge- 
stellt. Die Zuckerbestimmung erfolgte nach Pavy, nachdem 
das Eiweifs durch Kochen mit Kochsalz und Essigséure ent- 
fernt war. 

Versuch 1. 

Kin Katzenpankreas von 8 g wird mit Sand zerrieben 
und wiederholt mit Alkohol von 96°/o extrahiert, die alkoholische 
Losung bei 40° verdampft, der Riickstand mit 80 ccm Wasser 
aufgenommen. 

Kein Zusatz: 26 mg Dextrose verschwunden 
10 ccm Pankreasextrakt: 62 
Versuch 2. 


Geradeso. Katzen- und Rindspankreas. 


Kein Zusatz: Kein Zucker verbrannt 
4 ccm Katzenpankreas: 50 mg» > 
8 » Rindspankreas: 65 »— » ; 


Versuch 3. 

30 g Rindspankreas werden mit Alkohol extrahiert, die 
alkoholische Lésung bei 40° zur Trockene eingedampft und 
der Riickstand erst mit Ather, dann mit Alkohol, dann mit 
Wasser extrahiert. Die 3 Extrakte werden wieder eingetrocknel 
und.in je 300 cem Wasser gelést. Zum Versuch dienen je 
S ccm der wiisserigen Losungen. 


Atherlislich: 4 mg Dextrose verschwunden 
In Ather unldslich, in Alkohol lisheh: 77 » > > 
Riickstand von der Alkoholextraktion: 10 » > » 


Versuch 4. 

Wie im vorigen Versuch, nur werden die LOsungen zum 
Teil gekocht. 
Kein Zusatz: 47 mg Dextrose verschwunden 
In Ather unléslich, in Alkohol lislich, 

ungekocht: 8 cem: R3 
Die fertige Lésung aufgekocht: 8 cem: 8) » > 
Pankreas kochend extrahiert, dann ge- 

radeso behandelt; 8 cem: 80 


Kbenso behandelt: 6 eem: 
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Uber Kohlehydratverbrennung. 


Versuch 5D. 


Kein Zusatz: 34 mg Dextrose verschwunden 
Katzenpankreas, Alkoholextraki: 100° » . > 





Doch bleibt bei der Extraktion des frischen, ungekochten 
Pankreas mit Alkohol ein gewisser Anteil der wirksamen Sub- 
stanz an den Eiweifikorpern haften. 

Versuch 6. 
1 Katzenpankreas wird 3mal mit Alkohol, dann = mit 


Ather extrahiert, der Riickstand in Wasser aufgeschwemmt, 
sodaB 10 cem auf 1 g Pankreas kommen. 


Kein Zusatz: 34 mg Dextrose verschwunden 
20 ccm Pankreas: 174 » > > 


Versuch 7. 
Genau so. 


Kein Zusatz: 35 mg Dextrose verschwunden 
10 cem Extrakt: 91 » > 


Es erwies sich daher als zweckmiibiger, das Pankreas 
erst mit siedendem Wasser auszukochen und erst den Riick- 
stand des weggedampften Wassers mit Alkohol zu extrahieren. 
Ich habe schlieblich folgende Methode angewendet: Rinds- 
pankreas wird zerhackt, in siedendes Wasser geworfen und 
zur Trockene eingeengt. Der Riickstand wird mit mehreren 


i Portionen Alkohol extrahiert, die alkoholische Losung einge- 
dampft und der Riickstand mit Ather ausgekocht. Der in 
Fs Ather unlésliche Riickstand wird entweder direkt in Alkohol 
gelost oder nochmals in Wasser gelodst, filtriert, eingedamptt 

und nun erst mit Alkohol aufgenommen. Man bekommt so 

eine gelblich gefarbte, alkoholische LOsung, die den wirksamen 
| Bestandteil des Pankreas enthalt. Zu den Versuchen habe ich 
4 eine bestimmte Menge dieser LOsung genommen, den Alkohol 


weggedampft und den Riickstand in soviel Wasser gelost, dab 
10 cem auf 1 ¢ Pankreas kamen. ') 


') Mit Riicksicht auf die zu erwartende therapeutische Verwendung 
haben auf meine Veranlassung die Vereinigten Chemischen Werke 
Charlottenburg die Darstellung eines kochbestiéndigen, alkoholléslichen 
Aktivators aus dem Pankreas zum Patent angemeldet. 











Otto Cohnheim. 


Ich fiihre einige Versuche mit einer solchen LOsung an: 


8. 40 cem Muskelsaft + 8 eem Extrakt: 107 mg Dextrose verbrannt 
49 Kein Zusatz: ‘ 27 > » 
S ccm Extrakt: 56 > > > 
10. Rindfleisch. Kein Zusatz: if >» > 
6 cem Extrakt: 76» 
li. Katzentleisch. Kein Zusatz: [28 » > 
9 cem Extrakt: 187 > » > 


Der Grund fiir die grofen quantitativen Unterschiede 
wird weiter unten auseinandergesetzt werden. 

Die Loshiehkeitsverhiiltnisse des Pankreasaktivators, seine 
Kochbestiindigkeit und seine Alkoholloslichkeit zeigen, dah er 
kein Ferment ist, sie stellen ihn vielmehr auf eine Stufe mit 
den andern linger bekannten Produkten der inneren Sekretion, 
dem Adrenalin, dem Jodothyrin und dem Sekretin. Vor allem 
aber besteht eine vollkommene Ubereinstimmung mit dem 
KOrper, den Magnus!) in der Leber entdeckt hat: Magnus 
fand, dafi sich das esterspaltende Ferment der Leber in 2 be- 
standteile zerlegen léft, deren einer kochbestiindig, in Wasser 
und Alkohol léslich, in Ather unldslich ist. Auch daran ist 
zu erinnern, dab Ehrlichs Amboceptoren zwar nicht koch- 
bestiindig sind, aber doch weit hohere Wiirmegrade vertragen, 
als die empfindlicheren Komplemente und die meisten Fermente. 

Was nun die Wirkungsart dieses Kérpers anlangt, so ergab 
sich ein diberraschender Befund: 

Setzt man niimlich zu einer gleichbleibenden 
Menge von Muskelsaft und von Zucker steigende Mengen 
Pankreas hinzu, so nimmt die Wirkung erst zu und 
dann wieder ab. Es gilt das sowohl, wenn man das ganze 
Pankreas verwendet, als auch ftir das alkoholische Extrakt 
des gekochten und des ungekochten Pankreas, als auch ftir 
den bei der Alkoholextraktion an den Eiweibkorpern haftenden 
Aktivator. Ich gebe einige Beispiele: 

XLH, S. 149, 1904. 


R. Magnus. Diese Zeitschrift. Bd 


































Uber Kohlehydratverbrennung. 


Versuch 12. 


Pankreas mit Quarz zerrieben und mit 10facher Menge 
Wasser extrahiert: 


Kein Zusatz: 50 mg Dextrose verbrannt 
10 cem Pankreas: 100 » > 

200 » > 127 >» > 

a0 > > wT sy 


Versuch 13. 
Pankreas mit Alkohol und Ather extrahiert. WRiiekstand 
in der 10fachen Menge Wasser aufgeschwemmt. 


Kein Zusatz 35 mg Dextrose verschwunden 
5 ccm Pankreas 76» . 
10 > j] > » 
2() » 2D > > 


Versuch 14. 


Geradeso. 


Kein Zusatz 34 mg Dextrose verschwunden 
10 ccm Pankreas 11d 
Id » 150 
a . 74 
28 >» 93 
50 () 


Versuch 15. 
Pankreas mit Alkohol extrahiert, Alkohol bei 40° abge- 
4 damplt und der Riickstand in 10 com Wasser pro 1 g Pankreas 
: aufgenommen. 


Kein Zusatz 26 meg Dextrose verscnwunden 
10 ccm Pankreas 62 
20 ) 
30 () 
D0 0 > 


Versuch 16. 
Pankreas kochend extrahiert. Alkoholische Losung. 
Kein Zusatz +7 me Dextrose verschwunden 
6 cem Pankreas G2 


10 








Otto Cohnheim. 


Versuch 17. 


Losung, wie oben ausemandergesetzt. 


Kein Zusatz 10 mg Dextrose verschwunden 
)» cem Losung 70 
Ss 10 » 
11 0) 
16 0) 
23 D) 


Versuch 18. 


Kein Zusatz 128 mg Dextrose verschwunden 
5 Pankreas 187 » 

6 79 

7 > Db(?) 

5 68 (?) 

9 13 » 


Man findet also ein Maximum der glykolytischen Wirkung, 
wenn man 75 ¢ Muskeln mit etwa 0,8 g Pankreas oder etwas 
weniger kombiniert. Dariiber hinaus sinkt die Wirkung. 2 g 
Pankreas hebt die Wirkung bereits ganz auf. Dieser Umstand 
hat mich monatelang genarrt; er ist die Ursache, da die 
2. Mitteilune sich so lange verzogert hat. 

K's fragt sich, wie man sich diese eigentiimliche Erscheinung 
erkliiren soll. Man konnte im Pankreas zwei Korper annehmen, 
einen fOrdernden und einen hemmenden. Dagegen spricht, dal 
ich die Hemmung durch Mehrzusatz in ganz der gleichen 
Weise erhielt, als ich das ganze Pankreas, den gekochten und 
den ungekochten Alkoholextrakt oder die Alkoholfallung ver- 
wendete. Die beiden Korper hiitten also ganz gleiche Ldos- 
lichkeitsverhiiltnisse, und trotzdem wiirde immer erst der eine, 
dann der andere wirken. Dagegen bietet sich ein gutes Ana- 
logon in dem, was Ehrlich Komplementablenkung nennt. 
Neisser und Wechsberg!) haben gefunden, da’ bei der Ab- 
tOtung von Bakterien durch baktericide Sera, zu der ja ein 


M. Neisser u. F. Wechsberg, Miinchener Medizin. Wochen- 
I90L, Nr. 


schrift, Ls. 
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Uber Kohlehydratverbrennung. 40) / 


Zusammenwirken von Amboceptor und Komplement erforder- 


lich ist, ein Mehrzusatz von Amboceptor die Wirkung hemmt, 
unter Umstiinden ganz aufhebt. Sie veranschaulichen die Er- 
scheinung durch das folgende schematische Bild: 
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Bei | wiirden Bakterien, Komplement und Amboceptor 
serade in richtigem Verhiiltnisse stehn, bei Il dagegen wurde 
ein UberschuB des Amboceptors es bewirken kénnen, dal die 
\bt6tung der Bakterien ausbleibt. Ob hier wirklich eine volle 
Analogie zu dieser Komplementabienkung vorliegt, oder ob die 
Hemmung durch Uberschu8 hier andere Griinde hat, wird 
sich erst entscheiden lassen, wenn die Beziehungen zwischen 
Zucker, Aktivator und glykolytischem Ferment durchsichtiger 
eeworden sind, 

Dagegen libt sich sofort etwas anderes aufkliiren. Ich habe 
in der 1. Mitteilung beschrieben, dafi Blutserum die Reaktion 
stort, andererseits habe ich inzwischen eine Reihe von Fallen 
heobachtet, bei denen die Entblutung der Katzen unvollstindig 
war, und bei denen das bluthaltige Muskelfleisch bereits ohne Zusatz 
von Pankreas eine nicht unbetriichtliche glykolytische Wirkung 
entfaltete (Versuch 1, 4-7, 9-16, 18). Insbesondere konnte 
ih dies ganz regelmifig an Rindfleisch beobachten, das ich 
frisch vom Schlachthaus bezog und das natiirlich immer Blut 
enthilt. 40 cem Muskelsaft lieben bis zu 150 mg Dextrose, 
sogar noch mehr verschwinden. Ja, in einigen Fiillen sah ich, 
dah Pankreaszusatz die Glvkolyse nicht begiinstigte, sondern 
die bestehende hemmte. 


Otto Cohnheim, 


Versuch 19. 


Rindfleisch.  PankreasloOsung. 


Kein Zusatz 116 mg Dextrose verschwunden 
5 Plerosin S1 
5s 66 


Die AuflOsung gab: 


Versuch 20. 


Katzenfleisch. Katzenserum. Gekochter Alkoholextrakt von 


Rindspankreas. 


Kein Zusatz 0 mg Dextrose verschwunden 
& com Pankreasextrakt 107 
§ 7 com Serum 75 
7 Serum 50 
rf Pankreasextrakt 4- 3 cem Serum 100 


Das Blutserum enthiilt also selbst Aktivator, und blut- 
haltige Muskeln zeigen daher ohne weiteren Zusatz Glykolyse. 
Setzt man zu derartigen Muskeln Pankreas, so tritt eine 
Hemmung durch Mehrzusatz ein, wiihrend sich wenig Serun 
und wenig Pankreas zu guter Wirkung summieren. So hat 
mich die UberschuBhemmung zur irrtiimlichen Annahme eines 
Antiferments gefiihrt. 

lch hoffe, bald itiber die Isolierung des glykolytischen 
Ferments der Muskeln, tiber die Spaltungsprodukte und iiber 
Tierversuche berichten zu) kénnen. Dann werde ich auf die 
Literatur genau eingehen kénnen. Heute nur eine kurze be- 
merkung. Da ich jetzt gefunden habe, dab bluthaltiges Fleisch 
auch ohne Pankreaszusatz Glykolyse zeigt, so kbnnte Stoklasa!?) 
das als eine bestiitigung seiner Angaben auffassen. Das is! 
deshalb nicht der Fail, weil bei der Muskelglykolyse keine 
irgend erhebliche Produktion von Kohlensiiure zu beobachten 
ist. Da Stoklasa immer die berechnete Menge Kohlensiiure 
findet, so mub er Bakterienwirkung gesehen haben und keine 
fermentative Glykolyse. Auch ist das Muskelferment aufer- 
ordentlich empfindlich gegen saure Reaktion, ein weiterer Be- 

') J. Stoklasa, Centralbl. f. Physiol., 1903, Nr. 17. Daselbst 


sind seine und seiner Schiller Arbeiten zitiert. 
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Uber Kohlehydratverbrennung. 


weis, daB Stoklasa nur Bakterien in Hiinden gehabt hat. 
: Kin Zusatz von 1—2°/o Toluol geniigt in einer eiweibfreien 
; Losung. Ich habe mich aber wiederholt davon iiberzeugt, dab 
der eiweibhaltige Muskelsaft trotz 2°/o Toluol am niichsten 
Tage von Bakterien geradezu wimmelt. Battelli!) und Hirsch?) 
haben dasselbe beobachtet. — Dal meine Versuche nicht 
durch Bakterien vorgetiiuscht wurden, ergibt sich mit Sicher- 
heit aus der beschriebenen Hemmung durch Mehrzusatz. 


1) F, Battelli, C. r. 14. Dez. 1903. 
2) R. Hirsch, Hofmeisters Beitr... Bd. 4. S. 3535, 1903. 
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Das Schicksal des Glykokolls im Organismus des Hundes bei 
intravenoser Einverleibung. 
Von 
S. Salaskin und Kath. Kowalevsky. 
(Aus dem physiol.-chem, Laboratorium der medizinischen Hochschule fiir Frauen in 


St. Petersburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15. Juli 1904.) 


In der Arbeit des einen von uns, welche in Gemeinschatt 
mit Zaleski und Horodynski!) veroffentlicht worden ist, 
war gesagt worden, dab wir beabsichtigen, weitere Unter- 
suchungen iiber die Entstebung und das Schicksal des Am- 
momaks im Tierkérper und tiber das Verhalten der Leber zu 
diesem Prozesse vorzunehmen. Eien Teil dieser Aufgabe zu 
ldsen, haben Kath. Kowalevsky und M. Markewicz iiber- 
nommen; ihre Arbeit hat fast thr Ende erreicht, da jedoch 
M. Markewiez aus diuperen Griinden zu Ende des vorigen 
Jahres die Arbeit zeitweilig einstellen mubte, so kann sie gegen- 
wiirtig noch nicht veroffentlicht werden, weshaib wir beschlossen 
haben, fiirs erste tiber die Ergebnisse unserer mit Glykokoll 
angestellten Versuche zu berichten, umsomelhr als sie die Er- 
gebnisse, zu denen Stolte?) in semer Arbeit gelangt ist, in 
gewissem Mabe ergiinzen, 

Das Sehicksal des Glykokolls interessierte uns namentlich 
aus folgenden Griinden: Schultzen und Nencki,*) ebenso 
wie auch Salkowski*t) haben nachgewiesen, dab das Hunden 
eefiitterte Glykokoll im Harn als Harnstoff ausgeschieden wird: 
weiter ersieht man aus den Untersuchungen von Salaskin,?°) 

Diese Zeitschrift, Bd. XXXV, S. 246. 

7) Hofmeisters Beitrige, Bd. 5, 8S. 1d. 
Ber. d. d. chem. Gesellsch., Bd. 2, S. 580. 
Diese Zeitschrift, Bd. IV, S. 55 und 110. 
Diese Zeitschrift, Bd. XXV, S. 128. 

















Das Schicksal des Glykokolls im Organismus des Hundes. 411 


dali die Leber die Fahigkeit besitzt, das Glykokoll in Harnstoff 
oder einen diesem nahestehenden Koérper!) umzuwandeln, und 
aus Versuchen desselben Autors?) ist bekannt, da® das Gly- 
kokoll bei Hunden mit Eeckscher Fistel bei innerlicher Ein- 
gabe die Entwickelung der charakteristischen Vergiftungs- 
erscheinungen infolge von Ammoniakanhiiufung im Blute hervor- 
ruft. Sehleblich hat Hofmeister®) nachgewiesen, daf durch 
Oxydationssynthese aus Glykokoll in Gegenwart von Ammoniak 
Harnstoff entstehen kann. Es fragt sich nun, wie diese Um- 
wandlung von Glykokoll in Harnstoff sich im Organismus ab- 
spielt: findet sie infolge von oxydativer Synthese im Sinne 
Hofmeisters statt, oder muB sich das Glykokoll erst unter 
Ammoniakentwickelung zersetzen und dann erst durch Anhy- 
drierung von kohlensaurem, resp. karbaminsaurem Ammoniak 
in Harnstoff umwandeln? Man kann natiirlich auch annehmen, 
daf das dureh Glykokolizersetzung gebildete Ammoniak mit 
irgend einer stickstofffreien Substanz, ebenfalls durch oxydative 
Synthese (siehe Hofmeister |. ¢.), Harnstoff bildet. Unsere 
Versuche sollten eben diese Frage entscheiden, da sie allein aber 
nicht dazu gentigen, so untersuchen wir gegenwirtig die Produkte, 
welche bei Oxydation von Phenylglycin auferhalb des Organis- 
mus entstehen, und studieren sein Schicksal bei Durchblutung 
der ausgeschnittenen Leber, sowie das Schicksal der Oxanyl- 
siure bei Fiitterung von Hunden und bei Durchblutung der 
Leber. Die Idee, zum Zwecke der L6ésung dieser Frage sich 
des substituierten Harnstoffs zu bedienen, gehoOrt Neneki und 
Schultzen*) an, jedoch haben sowohl thre Versuche, als auch 
die Versuche von Rosenfeld®) gezeigt, dab das Phenylglycin 
fiir Tiere giftig ist, und deshalb suchen wir, indem wir an der 
Idee festhalten, sie in anderer Weise zu verwirklichen. 

Wir gehen nun zu unseren Versuchen mit intravendser 
Kinverleibung von Glykokoll an Hunden iiber. Die Tiere wurden 

t) Loewi, Diese Zeitschrift, Bd. XXV, S. S11. 

2) Diese Zeitschrift, Bd. XXV, S. 449. 

8) Arch. f. exp. Path. u. Pharmak., Bd. 37, 5. 426. 

"i. & 

Hofmeisters Beitriige, Bd. 4, S. 379. 
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5S. Salaskin und Kath. Kowalevsky, 


mit Morphium narkotisiert: die Losung wurde ganz allmiihlich 
und abwechselnd aus zwei Biiretten in die Venen gebracht, 
soda die Injektion ohne Unterbrechung und gleichmiibig statt- 
fand. Das Glykokoll bestimmtes wir im Blut und im Harne 
nach der Methode von Fischer,!) die spiter auch von 
Abderhalden und Bergell*?) angewandt wurde: wir bedienten 
uns hierbei des B-Naphtalinsualfochlorids, welches wir aus B-naph- 
talinsulfosaurem Natron und Phosphorpentachlorid darstellten. 
Das Ammoniak wurde nach der Methode von Neneki und 
Zaleski bestimmt. 


Versuch 8&8. 20. V. 1903. 


Gewicht des Hundes 22,35 kg. Vor dem Versuche 24- 
stiindige Hungerperiode. Vor dem Versuch wurde der Harn mit 
dem Katheter entleert. Es wurden 430 com Losung mit einem 
Gehalt von 14,3 ¢ Glykokoll=3,2 NH, im Laufe von 43 Mi- 
nuten injiziert; in einer Minute wurden also auf 1 kg Gewicht 
des Tieres 14,19 mg Glykokoll = 3,3 mg NH, einverleibt. 


In 100 g. 








Blut Leber . Bert 
Muskeln]Gehirn]S¢uembaut 
ae * > ; ' + 
NH,| U | NH,| NH, NH, 
mg | mg] mg mg mg mg mg 
Vor der Injektion i.) - — — — 


Sofort nach der 
Injektion . . FL.58 —- — a -— — 


1 Stunde nach 


eo . | 4 28 — = = 68.08 | 
der Injektion . [0,35 -46,8/26,06 15,84 17,28 J17,04 


3 
434 30,5*) 

















') Ber. d dd. chem. Gesellsch., Bd. 35, 2. aiid. 
Diese Zeitschrift. Bd. XXXIX, S. 9 u. 464, 

3 Nach Schondorff-Braunstein bestimmt. 

*) Nach Moérner-Folin bestimmt. Die Differenz bei der NH,- 
Bestimmung in der Darmschleimhaut beweist, daf§ sich hier aufier Harn- 
stoff noch ein anderer Korper vortindet, welcher bel Bestimmungen nach 
Mérner-Folin keinen NH, abspaltet. Uberhaupt ist die Methodik der 


Harnstoffbestimmune eine sehr mangethafte. 
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Das Schicksal des Glykokolls im Organismus des Hundes. 


Versuch 16. 


Gewicht des Hundes 17,25 kg. 


stiindige Hungerperiode. 


katheterisiert. Injiziert wurden 4 





t15 


XI. 1903. 
Vor 


, 


dem Versuche 2?4- 


Kurz vor der Injektion wurde das Tier 
(40 cem LoOsung mit einem Gehalt 


von 17,6 g Glykokoll=4,0 g NH, im Laufe von 29 Minuten. 


In der Minute wurde also auf 1 kg Gewicht des Tieres : 
Glykokoll = 8,1 mg NH, einverleibt. 


302 mg 
100 ¢ Blut enthielten vor 


der Injektion 0,51 mg NH,, sofort nach der Injektion 1,16 mg, 


eine Stunde nach der Injektion 1,15 mg. 
suches wurde der Harn mehrmals mit dem Katheter 


Im Laufe des Ver- 
entleert. 


Harnanalyse (Reaktion alkalisch). 





| 


| Eee” N(NH;) | x(t") 
N 


B-Naphtalin- 





| N sulfoglyein 
4) Minuten nach |-- P20 , ~ 44 - 
p se ee . rr oocem  0,2785 3,3°/o 25,14°%0 | 2.0798 ¢ 
evINN Ger NnjeKktion | 
60 Minuten nach 63» 0.2986 3 701, 9479, | 14376 
Beginn der Injektion | se ; eo 
Std. 29 Min. nach |, on | eee | _— 
B ne de y Higeke on 41 >» 0.2560 8°/o 43,88 9/0 | 0.5060 
ICL ; 7 
Was das Vorhandensein von Glykokoll in Blut, Leber, 
Muskeln, Nieren und Darmschleimhaut anbetrifft, so ergaben 


die diesbeziiglichen Bestimmungen ein negatives Resultat, withrend 


das Glykokoll 


(0,25—O,5 g) dem Blute und den Organen hinzugefiigt 


Fischer 


nach der Methode von E. 
konnte. 


Kontrollversuchen, 


wo es In geringen Mengen 
wurde, 
werden 


sehr leicht entdeckt 


Die angefiihrten Versuche berechtigen zu folgenden Sehlub- 


folgerungen: 


1. Einmalige Injektion von bedeutenden Glykokollmengen 
ins Blut bedingt erhdhten NH,-Gehalt dieses letzteren. 


Das Blut entledigt 
es dasselbe teilweise (zum 
ausscheidet, 

Die Tatsache, 
ungen in nicht 


den Geweben 


sich des Glykokolls sehr 1 
ceringeren 


ausfindig zu 


rasch, indem 


Teile) mit dem Harne 


teilweise aber den Geweben abgibt. 
daB Glykokoll unter den Versuchsbeding- 


machen ist. abt 








tl4 S. Salaskin u. Kath. Kowalevsky, Glykokoll des Hundes. 


vermuten, dafii es dort Umwandlungen erfahrt: am nachsten 
liegt der Gedanke, dali es unter NH,-Entwickelung zersetzt 
wird, worauf die NH,-Anhiufung im Blute, sowie Salaskins'!) 
Versuch mit) Glykokollfiitterung von Hunden mit Eckscher 
Fistel hindeutet. Die Umwandlung des einverleibten Glykokolls, 
jedentalls des groften Teiles desselben, in Harnstoff findet also 
augenscheinlich in der Weise statt, dafi sich aus ihm zuerst 
kohlensaures, resp. karbaminsaures Ammoniak entwickelt. 

Vielleicht wird es gelingen, diese Frage in unseren Ver- 
suchen mit Phenylglycin und Oxanylséiure mit groferer Exakt- 
heit zu entscheiden. 











Uber die ein und demselben Eiweif®fermente zukommende 
proteolytische und milchkoagulierende Wirkung verschiedener 
Verdauungssafte. 


Von 
Prof. J. P. Pawlow und Agronom S. W. Parastschuk. 


Aus dem physiol. Laboratorium des Institutes fiir exper. Medizin zu St. Petersburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. Juli 1904.) 


Der Zweck unserer Arbeit war, unter verschiedenen Be- 
dingungen die gegenseitigen beziehungen der proteolytischen 
und milehkoagulierenden Wirkung verschiedener Verdauungs- 
sifte zu untersuchen. 

Alle Gefaibe, in denen wir unsere Versuche sowohl mit 
Kiweibverdauung, als auch mit Milchgerinnung vornahmen, 
wurden stets vor dem Versuche ausgekocht. Zu kurzdauernden 
(im Laufe einiger Minuten) Versuchen verwandten wir rohe 

) Milch ohne irgendwelche Beimengungen, fiir langdauernde aber 
entweder sterilisierte oder solche Milch, welcher verschiedene 
Substanzen: Chloroform, Calomel, Thymol und Toluol hinzu- 
gefiigt worden waren. Zu jedem Versuche nahmen wir ge- 
wohnlich 10 cem. Die Gerinnung fand im Thermostaten bei 
38° C. statt. Zur Bestimmung der Verdauungskraft bedienten 
wir uns der Mettschen Eiweibstiibehen (mit Eier- oder Serum- 
albumin) oder auch in einigen Fiillen des frischen Fibrins. Die 
Verdauungssafte wurden in Biiretten mit !/100-Teilstrichen eines 
\ Kubikzentimeters abgemessen. 


I. Magensaft. 





Zur Koagulation der Milch verwendeten wir in den meisten 
Versuchen einen sauer reagierenden Magensaft. In jeder Reihe 
von vergleichenden Versuchen wurde die Aciditiét der einzelnen 
Magensaftportionen mittels einer 0,5°/oigen Salzsaurelosung 
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und dann die hierdurch entstehende Verdiinnung durch Zusatz 
von destilliertem Wasser ausgeglichen. Weiter unten soll genau 
erklart werden, weshalb wir uns berechtigt sehen, saure anstatt 
neutraler LOosungen der Fermente zu verwenden, und in einigen 
Killen diese sogar absichtlich vorzogen. [tirs erste geniigt es, 
wenn wir bemerken, dab unsere rohe Milch ohne irgend welchen 
Z7usatz nach Versetzung mit 1 cem O,5°%/oiger Salzsiture (auf 
lO cem Milch) im Brutschrank nie vor 10 Stunden = gerann. 
Andererseits wirkten all unsere Magensaftportionen, sobald wir 
sie aufkochten, ganz wie eine 0,5°%/olge SalzséurelOsung, d. h. 
sie koagulierten die Milch auch nieht friiher, als wie nach 
1O Stunden. Wie leicht begreiflich, konnten wir dank = der 
vollkommen identischen Aciditiit) der zu vergleichenden Saft- 
portionen die Differenzen der koagulierenden Wirkung derselben 
sehr leicht wahrnehmen, d. h. bestimmen, welche von ihnen 
mehr und welche weniger Ferment enthilt. Das quantitative 
Verhidtnis der beiden zu untersuchenden Wirkungen genau zu 
bestimmen, ist natiirlich sehr sehwierig. Dieses erhellt schon 
aus dem Umstande, dav die Gesetze beider Wirkungen nur fiir 
bestimmte Konzentrationen der Fermente, welche fiir beide 
nicht identisch sind, gelten und tiberhaupt auf absolute Ge- 
naulekeit nicht Anspruch machen kénnen. Deshalb beschiftigte 
uns fast ausschlieblich nur die Untersuchung des Paralielismus, 
nicht aber der Proportionalitiit der proteolytischen und milch- 
koagulierenden Funktionen der Verdauungssiifte. Nur ganz all- 
miaihlich kamen wir zu emer Methode, welche uns ermodglichte, 
das quantitative Verhiiltnis beider zu untersuechenden Wirkungen 
genau festzustellen. Deshalb konnten wir erst gegen Ende 
unserer Untersuchungen in einigen wenigen Fiillen diese Methode 
mit eroberem oder geringerem Erfolge anwenden. Diese Fiille. 
sowie auch alles das, was wir von der milchkoagulierenden 
Wirkung und der proteolytischen Reaktion wissen, lassen in 
uns kemen Zweifel aufkommen, dab wir in’ kurzem tiberall 
dort, wo wir es gegenwiirtig nur mit einem Parallelismus der 
Aktionen zu tun haben, eine Proportionalitit derselben werden 
verzeichuen kénnen. 

In erster Rethe wurde die Wirkung des Magensaftes unter 
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verschiedenen physiologischen Sekretionsbedingungen der Pepsin- 
driisen untersucht. Der Magensaft wurde aus dem nach der 
Methode des einen von uns isolierten kleinen Magen gewonnen. 
ks wurden Magensaltproben, die sich auf drei verschiedene 
Nahrungssorten: Milch, Fleisch und Brot ergossen hatten, mit- 
einander verglichen: 


Tabelle lL. 








Menge : ; = ' . , 
a Baten dee Milchsaft Fleischsaft Brotsatt 
Nr. ANT. a 
| Milch 
’ ucs os Ver- : - " , | ’ 
des hinzu- (ie- Ver- (ie- Ver- Ge 
Ver- dauungs- |, 
Tiere sefiigten Lvaft rinnungs- | dauungs- rinnungs-} dauungs- | rinnungs 
Cres : ; ; : . 
uches} Saftes in mm zeit kraft zeit kraft zeit 
in ecm (Mett) in Min. in mm in Min, in'mm | in Min, 
| [ 0.2 i8 | 500 3.6 3,29 3,8 25 
2 0.3 [85 30,0 4.09 30 5,8 O79 
| 3 0.3 2 49 12.0 3.8 a2 6.4 O75 
Z) i ().2 2.9 39.0 4A) 9 O.4 DD 
2 dD 0.2 205 26.0 5.6 6.) 6.6 20 

















Aciditatt und Verdiinnung sind hier nur in jeder horizon- 
talen Reihe ausgeglichen. 

Aus der Tabelle folgt, daB in den verschiedenen Saft- 
sorten beide Wirkungen einen vollkommen parallelen Verlauf 
nehmen. (Es verdient hierbei die auffallende Tatsache vermerkt 
zu werden, dai von dem Chymosin, dem vom herrschenden 
Standpunkt aus spezifischen Milchfermente, am wenigsten auf 
das Substrat seiner Wirkung ausgeschieden wird). In derselben 
Tabelle fiillt jedoch die hervorragende Unproportionalitit der 
Aktionen auf. Beim Ubergange vom Fleischsaft zum Milchsaft 
vermindert. sich die milchkoagulierende Wirkung in’ viel be- 
deutenderem Mafe, als wie die proteolytische. 

Indem wir die Erklirung dieser Erscheinung in- spiitere 
Teile unserer Abhandlune verlegen, wollen wir hier eine Mo- 
difikation des Versuches anfiihren, welche uns dort, wo wir 
auf den ersten Blick nur einen groben VParallelismus verzeichnen 


kOnnen, cine unzweifelhafte Proportionalitét erkennen laBt. Den 
Versuch gibt Tabelle Il wieder. 
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fabelle Il. 
Ver Ouadrat | Relative] ».2e™ 
er- — ids *} Ferment-| Menge | Menge (: 
970 eENn~ 70OnN.- : te- 
Magen- | gauungs- der | Konzen gehalt | der des 
ee nacn aqul- . : ‘ 
saft- an Milli- tratibn valente | hinzu- | hinzu- | rinnungs- 
ra der Magen- |gefiigten|gefiigten veil 
_ ee a : soe —- Siiure |Wassers _ 
Mett zah mente mengen | . ; in Sekunde 
in cem {in ccm | in com |i Sekunden 
> c K oO Yee ~ SYS) 190 
Brotsaft DO 9,04 I 0.15 1,28 0) 
o 30") 
Fleisch- 9 R - Oo; RD ~~ 7 , 
. 2 8 1+ 4 29 0.69 O74 O.O-4 190 
saft 
Milch- , - ; . 
20 £0 8.44 1.67 ) 0.16 195 
salt 























In der ersten Kolonne sind hier die untersuchten Magen- 
saftsorten angegeben. Die zweite Kolonne gibt die Verdauungs- 
kraft 
alle auf das Zehnfache mit einer 0,2°/olgen Salzsiiurel6sung 


der verschiedenen Sorten von Magensaft. welche 
verdiinnt worden waren und gleich lange (16 Stunden) im Brut- 
schrank gestanden hatten, in Millimetern des Eiweibstibchens 
wieder. In der dritten Kolonne findet man die Quadrate der 
fiir die Verdauungskraft gefundenen Zahlen, d. h. die relativen 
Fermentmengen. Die Zahlen der vierten Kolonne zeigen, um 
wieviel Fleisch- und Milchsaft schwiicher wirken, als wie Brot- 
saft. In der ftinflen Kolonne sind die dem Fermentgehalt nach 
iiquivalenten Saftmengen angegeben. Die sechste Kolonne enthalt 
die Mengen O.2 


gehenden Kolonne angegebenen Saftmengen hinzugefiigt werden 


%oiger Salzsiure, welehe den in der vorher- 


muften, damit simtliche Portionen gleichen Séuregehalt zeigten: 
die Menge der hinzuzufiigenden Siiure wurde auf Grund der 


Titrierwerte der einzelnen) Saftportionen bestimmt. In der 


siebenten Kolonne sind die Mengen destillierten Wassers ange- 
eeben, welche hiuzugefiigt werden mubten, damit die Fliissigkeits- 


massen ausgeelichen wurden. Auf diese Weise standen uns also 


drei Portionen der oben bezeichneten Saftsorten zur Verfiigung, 


welche alle eine gleiche Menge proteolytischen Fermentes, 


Siiure und Fliissigkeit enthielten, Als eine jede dieser Portionen 
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mit je 10 ccm Milech vermengt wurde, gerann letztere nach 
einer Anzahl von Sekunden, welche in der achten Kolonne zu 
Aus dieser Kolonne geht mit Deutlichkeit hervor, 
dafi in bezug auf den Gehalt an proteolytischem 


suchen ist. 
Ferment 
iiquivalente Mengen von Brot-, Fleisch- und Milchsaft unter sonst 
eine milch- 
koagulierende Wirkung iubern, d. h. 
betrachienden Wirkungen sich in den verschiedenen Magen- 
saftsorten vollkommen proportional verhalten. 


sleichen chemischen Bedingungen ganz gleiche 


dafi beide von uns zu 


Weiter wurden die im Laufe einer Stunde sich auf ver- 
schiedene Speisesorten ergiebenden Magensaftportionen unter- 
sucht. Die in unten folgender Tabelle Il] angegebenen Satft- 
portionen waren von ein und demselben Hunde gewonnen und 
in bezue auf Aciditéit und Verdiinnung ausgeglichen worden. 
Zum Zwecke der Milchkoagulation verwandten wir je 0,3 ccm 
Magensatt. 


Tabelle II. 

















Stunden Milchsaft Fleischsaft Brotsaft 
der _ 

Sekre- Ver- (ye- Ver- | Ge- Ver- | Ge- 
jai dauungs- rinnungs- | dauungs- | rinnungs- dauungs- | rinnungs- 
kraft zeit kraft zeit kraft zeit 
periode (Me tt) in Min. in mm in Min. in mm in Min. 

[ 3,0 197.0 2.8 167.0 50 | 180 
2 2.0 320.0 59 55,0 8.0 | 2 () 
215 300.0 Ld 25.0) 76 | 25 
215 300.0 3.95 57,0 72 | 35 
y 29 210.0 27 210.0 6.5 4D 
6 4 4 23.5 30 180.0 5.6 7.) 
7 9,8 rms) 3 4 135.0 0 15.0 
S em —_ D.7 a) 
fin entschiedener Parallelismus laBt sich auch hier er- 
kennen. Die hier und da vorkommenden geringen Abweichungen 


sind die natiirliche Folge der in Anbetracht des geringen Ver- 


dauungseffektes und der bedeutenden Milchgerinnungsperioden 
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mangelhaften Technik. Derartige geringe Schwankungen sind 
bald hiiufiger, bald seltener auch in anderen &hnlichen Ver- 
suchen vorgekommen. Daf sie zufiilligen Ursprungs sind, wird 
dadurch zweifellos dargetan, dab sie nie mit einer bestimmten 
Nahrungssorte, noch mit einer bestimmten Stunde der Sekre- 
Lionsperiode zusammentreffen. 

Wir kommen also zu dem Schlusse, dab unter verschiedenen 
physiologischen Bedingungen der Funktion der Pepsindriisen, 
eleichviel, welche Schwankungen in dem absoluten Ferment- 
gehalt des Saftes zu verzeichnen sind, beide Aktionen dieses 
letzteren stets einen parallelen Verlauf nehmen. 

Wir gehen nun zu den verschiedenen Veriinderungen des 
Magensaftes auberhalb des Organismus ber. 

Saurer, nach der Methode der sogenannten Scheinfiitterung 
des Hundes gewonnener Magensaft wurde in den Brutschrank 
cestellt, wo er sich allmithlich zersetzte. Von diesein Satte 
wurden alltiighch oder tiber 1—2 Tage Portionen zur Unter- 
suchung genommen. Um die Eiweifstiibchen zu kontrollieren, 
verwandten wir eine besondere Portion desselben oder eines 
anderen Saftes, welcher bei Zimmertemperatur gestanden hatte, 
eine Methodik, die in Laboratorien zwecks AusschlieBnng irgend 
welcher Zufiilligkeiten stets angewandt wird. Von dieser Portion 
nahmen wir auch Saft zur Milchkoagulation. Da die Aciditiit 
des Saftes sich beim Stehen im Thermostaten oder bet Zimmer- 
temperatur nicht in irgendwie merkbarer Weise verdandert, so 
konnten wir die verschiedenen Portionen unserer Magensatt- 
proben sowohl in bezug auf ihre Verdauungskraft, als auch 
auf ihre koagulierende Wirkung direkt vergleichen. In den 
Milchkoagulationsversuchen, zu denen wir den Brutschranksat! 
verwandten, fingen wir mit kleinen Portionen an. Wurde die 
Gerinnungszeit zu lang, so gingen wir zu groberen Portionen 
liber. Als die Eiweibstiibchen von dem Brutschranksatt im 
Laufe von 10 Stunden nicht mehr verdaut wurden. gingen 


wir zu Fibrin tiber. 
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Tabelle IV. 
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Nae Zeit der Gerinnung von in grohen |. 
Verdauungskraft . 5 ; Zeit der 
; Massen stertlisierter und in zu- * aerate 
a ierinnung 
In mm celoteten Probierglischen aulbe- Saae med : 
bas ° "O) ‘oOrner 
wahrter Mileh, in Minuten 
(Mett) Milch 
Datum ; . durch 
Durch Brutschranksaft Durch 02 ecm 
3 ; Brut- . Kontroll- nl Si 
Kontroll- In der Menge Vou aft j ler Kontroll- 
schrank- P ‘vesapgipassiitets satt 
saft ‘ LO | 6050, (OB) OL OL (Mengevon} .’ 
sait i ac in Min. 
ccm ccem ccm icem' ccm ().2 ecm 
25) £5 5,25 -— 21.0 70 2,0 
26 4 tS P80) 
IR 49 t.8 — 6539.0, 7,5 2,9 
OC). 44 3.6 — 10.0 85.0 
1. Il. t.6 27 — 17.0; — 
ASD 1.8 7.25 24.0 10 25 
( b4 1.6 16.0 65.0 
) LD 1.1 6.25 23.5 ‘ 
1 | 4 45 O.7d 7.0 |34.0 6.9 95 
13. 42 0.6 145 - R25 
Lp 3 (4 12.0 100.0 
[ss tf O.1A 17.0 - - 7) 20 
Fibrin- 
auUullosung 
in Stunden 
2) 44 _ 
2 | 44 } 21.0; — - 
23 — 4 2.0) - SO 
24 = 3.5 0.0) - — 
26 4D 87.0) - <i 7a 2.D 
2%, — D.0 130.0 — - 70D - 
t UT. t4 s 270 = 
6. enn {0 -2?1) cP. 2.5 











Diese Tabelle beweist augenfiillig, dab auch bet langem 


Stehen des Magensaftes auberhaib des Organismus beide Wir- 


kungen desselben einander vollkommen parallel bleiben. Wiihrend 


im Brutsehranksaft 


be 


ide Wirkungen im Laufe von 


i] 


r , 
agen 


einander vollkommen parallel fast bis auf Null hinuntergehen, 


bleiben sie in dem Safte, welcher bei Zimmertemperatur stand, 
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im Laufe desselben Zeitraumes fast ganz unveriindert. Derselbe 
Versuch wurde mit dem annihernd gleichen Ergebmis noch 
einmal wiederholt. Ein ebensolcher Versuch wurde mit einer 
neuen Portion Magensaft angestellt, nur wurde hier der zur 
Milchkoagulation verwandte Saft jedesmal mit kohlensaurem 
Baryt neutralisiert. Auch in diesem Falle war das Ergebnis 
des Versuches mit demjenigen der vorhergehenden identisch. 

In einer weiteren Reihe dahnlcher Versuche wurde der 
zur Milchkoagulation verwandte Magensaft mit Soda neutralisiert. 
In diesem Falle schwand die milchkoagulierende Wirkung des 
im Thermostaten sich zersetzenden Saftes friiher, als wie die 
proteolylische. Die Erklarung dieser Erscheinung wollen wir 
spiiter geben. 

Saurer, nach der Methode der Scheinfiitterung gewonnener 
Magensaft wurde im Laufe von 5 Minuten der Einwirkung hoherer 
Temperaturen ausgesetzt und dann auf seine milchkoagulierende 
und eiweiblosende Wirkung untersucht. 


Tabelle V. 











—— Zeit der Milchgerinnung in Minuten Verdauungs- 
aul welche 7 _ 
oa en durch Magensaft in der Menge von kraft 
ager WX ‘ 
erwarint = 
wurde Od cem |) 0,2 ccm 0,5 cem | 1,0 cem (Mett) 
| | 
>> | - 
| Th 5.) | f | ) 
48 ° 120 | — — 4.1 
av? 13.0 -- - 3,95 
= sia 
12° 17,0 3.5 | 3.9 
4.0 ! 6.5 —— 3.5 
_ sti 
yy” 21.5 Oo — 2 71a 
Hs — | — 2.5 -- 1.6 
GO” | | 97.0 | 14.0 03 
| 
(2° — Im Laufe () 
von 240 Min. 
nicht 
geronnen 








Die Parallelisierung bei der Wirkung des Magensaftes ist 
auch in dieser Tabelle nicht zu tibersehen. bei allmiéhlicher 
Erhohung der Temperatur bis auf 52° nehmen beide Wirkungen 
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sleichfalls allmahlich ab, bei Erwarmung tber 52° gehen beide 
jib hinunter und bei Erwarmung auf 62° nahern sie sich dem 
Nullpunkt. 

Weiter wurde der Einfluf8 verschiedener chemischer Sub- 
stanzen auf die Fermente des Magensalftes studiert. Hierbei 
hatten wir viele Fille zu verzeichnen, wo der von uns friiher 
vermerkte Parallelismus scheinbar vollkommen zerstOrt wurde. 
Setzt man dem Magensaft verschiedene Salze, Galle, Alkohol, 
Zucker usw. hinzu, so nimmt seine Verdauungskraft bedeutend 
ab. wiithrend seine milchkoagulierende Wirkung ganz ohne Ver- 
inderung bleiben oder sogar anwachsen kann. Hat jedoch 
letztere Wirkung durch Zusatz oben erwiihnter Substanzen keine 
Abschwiachung erfahren, so kann man uberzeugt sein, dai auch 
die normale proteolvtische Kraft wieder zum Vorschein tritt, 
sobald der Magensaft verdiinnt wird, d. h. sobald der Prozent- 
eehalt der die LoOsungsreaktion hemmenden Substanz sich ver- 











mindert. 
Tabelle VI. 
eens Ver- Gi Wie — Var. 
e der Sa 
’ ee dauungs-|{. 
iy m Mage nsaft cehalt beaft rinnungs- — die dauungs- 
rt ; sosungen : 
wurde zugesetzt des in mm zeit mit: Siaure kraft 
J SO ae : > verdiinnt 
Zusatzes | (Mett) | In Min. Seat in mm 
Q) 0 5.7) 11.0 16 1.85 
Kochsalz 5% 2.8 4,0 16 19 
Q) 0 4A 52) LO .3 
Kssigsaures Natron] 1.16 °/o O.4 4.7) LO 11 
Salicylsaures > 0.17 8/0 25 5.25 10 1.1 
Aceton 8.5 %o 2,0 5D 10) 1.1 
() ) (ie. 5.0 23 14 
Alkohol 12.50 1.8 OH.) 25 1.3 
Zucker 10 %o a2 DD 25 1.4 
Q 0 4,7) 1.0 50 27 
Galle 5 lo 1.0 1.5 50 2.7 
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In den in dieser Tabelle wiedergegebenen Versuchen ver- 
wandten wir 4 versehiedene Portionen normalen Magensaftes 
und nur in jeder Reihe von Versuchen ein und dieselbe Portion, 
verdiinnt wurde mit einer SaugelOsung von stets gleicher Aciditiit: 
die Milech wurde zum Zwecke der Koagulation in allen Fillen 
mit der vleichen Menge Saft versetzt. Es koénnen also die 
einzelnen Reihen von Versuchen in bezug auf die verdauende und 
koagulierende Wirkune nicht untereinander verglichen werden. 

In den Fiillen aber (wir schlieben einige spezielle Fille 
von Koagulationswirkung, die wir noch nicht untersucht haben, 
aus), wo die koagulierende Wirkune abnimmt, erfahrt auch die 
proteolytische Wirkung dasselbe Schicksal, wie z. B. bei Wirkung 
von Alkalien und ihren Salzen. In diesen Fiillen handelt es 
sich augenscheinlich um Zerstérung des Fermentes oder Uber- 
vane desselben in einen inakliven Zustand. Aueh hier adubert 
sich der Parallelismus beider Wirkungen. Wie bekannt. sind 
die Fermente des Magensaftes gegen Alkalien sehr empiindlich, 
Sogar ganz vorsichlige Neutralisation mit) NaHCO, einerseits 
und Na CO, andererseits und zwar bis zu ganz gvleichen Graden 
der Neutralitiit ereibt schon einen Unterschied in der Ferment- 
witkung des Saftes, wober gewohnlich bei Neutralisation mit 
Na,CO, die Fermentwirkung stirker abnimmt. Auch diese un- 
bedeutende Verminderung dubert sich sowohl beziielich der 
proteolytischen, als auch der milchkoagulierenden Wirkung in 
vanz gleicher Weise, wie aus Tabelle VIL ersichtlich ist. 


Tabelle VII. 








Substanz, mit der der Verdauungskraft os 7 
. . Gerinnuneszeil 
Magensaft neutralisiert in Millimeter a Mi 
Minute 
wurde (Mett 1“. saiaee 
NaHCO, 2.0 13.5 
Na,CO, 1,7 20,0) 
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II. Pankreassaft. 


Dasselbe parallele Verhiltnis zwischen proteolytischer und 
milchkoagulierender Aktion, welches wir beim Magensafte ver- 
zeichnen konnten, fanden wir auch beim Pankreassaft wieder. 
In den diesbeziiglichen Versuchen versetzten wir 10 ecm Mileh 
mit O5—1,0 eem 0,5°%/oiger Salzsiiture und gossen dann ein 
oder mehrere Zehntelkubikzentimeter der zu untersuchenden 
Pankreassaftportionen hinzu. Mit dieser Methodik beabsichtigten 
wir, erstens die LOsung des Caseins durch Trypsin einigermaben 
zu hemmen. Ohne diese Vorsichtsmabregel ist die koagulierende 
Wirkung, namentlich wenn man es mit einem kriittigen 
Pankreassafte zu tun hat, eine so fliichtige, dab es oft sehr 
schwer fallt, sie genau festzustellen. Siuerten wir jedoch die 
Milch vor Zusatz des Saftes stark an, so fOrderten wir die 
Koagulationsreaktion und hemmten die proteolytische: auf diese 
Weise steliten sich fiir den Pankreassaft in gewissem Mabe 
dieselben Verhaltnisse ein, wie sie beim Magensaft legen. Indem 
wir mehr Sdaure und weniger Pankreassafl nahmen, schwichten 
wir zweitens die Bedeutung der schwankenden Alkaleszenz des 
Pankreassaftes ab. 

Vor allem erwies sich, daf} der seiner l6senden Wirkung 
nach zymogene Saft auch in bezug auf die Milchkoagulation 
Inaktiv ist. Damit der Saft seine beiden Wirkungen auberte, 
muften wir ihm ein und denselben Darmsaft hinzuliigen. Wie 
einige unserer Versuche dargetan haben, dubern sich beide 
Wirkungen des Pankreassaftes unter Einflufi des Darmsaftes 
eleich rasch., 

Uns standen Pankreassaftportionen von sehr verschiedener 
Herkunft zur Verfiigung: von Hunden mit permanenten Fisteln 
und unter verschiedenen physiologischen Keizungsbedingungen 
verschiedene Nahrungssorten, verschiedene Stunden der Se- 
kretionsperiode usw.) und von akuten Versuchen an Hunden, 
bei denen der Pankreassaft durch Reizung der N. vagi und 
syvmpathiei, durch Einfiihrung von Siture und Seife in den Darm 
und durch Einspritzung von Sekretin ins Blut gewonnen wurde. 


Nachdem wir diese verschiedenen Saftsorten volistiéindig aktiviert 
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hatten, erprobten wir sowohl ihre koagulierende, als auch ihre 
losende Wirkung. Auch hier sahen wir, ganz wie beim Magen- 
safte, trotzdem, wie erwihnt, die physiologischen Bedingungen 
der Saftproduktion so mannigtaltige waren, die beiden Wirkungen 
niemals auseinandergehen, wenn wir tibrigens von den unbe- 
stiindigen und unbedeutenden Abweichungen von dieser Regel, 
welche augenscheinlich zufiilliigen Ursprungs sind, absehen. 

In Tabelle VIL haben wir die Pankreassaftportionen ver- 
schiedener Herkunft nach ihrer progressiv abnehmenden proteo- 
Ivtischen Wirkung, die in Millimetern des aufgelosten Eiweif- 
stiibchens ausgedriickt ist, zusammengestellt. Bei der Koagulations- 
reaktion wurden 10ccem Milch mit 1 eem 0,5 °/oiger Salzsaurelosung 
und mit 0.2 cem Pankreassaft versetzt. Simtliche Saftportionen 
wurden in gleicher Weise aktiviert. 


Tabelle VIIL. 








Verdauungskraft des Saftes a eee 
ie Gerinnungszeit 
in Millimeter . 

in Minuten und Sekunden 

(Mett) 

6.7 25 Sek. 

59 30 > 

tS 5D» 

L 7 1 Min.~— » 

4.1 i » @® » 

40 | » 30 » 

al > +» HH » 

51 3 » 20 

3.0) { » 

Py 6 » 





Auch hier wurde der Parallelismus beider Wirkungen be! 
Zersetzung des Saftes untersucht. Es ist liingst bekannt, dab 
der Pankreassaft beim Stehen im Brutschrank in Zersetzung 
iihergeht. Zusatz von Kinase beschleunigt diese Zersetzung in 
ganz hervorragendem Mabe. Wir untersuchten infolgedessen 
durch Kinasezusatz aktivierten Pankreassaft auf seine beiden 
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Wirkungen, nachdem er im Brutschrank gestanden hatte. Einen 
von unseren Versuchen lassen wir hier folgen. 

Pankreassaft mit 10°/o Darmsaftzusatz wurde um 12 Uhr 
17 Min. in den auf 38° temperierten Brutschrank gestellt. Die 
zur Koagulation verwandten Milchproben maben je LO ccm und 
enthielten einen Zusatz von O58 cem 0,5°%/oiger Salzsiiure: in 
den in Tabelle IX angegebenen Zeitpunkten wurden ihnen je 
0.3 ecm des Saftgemisches hinzugefiizt. 


Tabelle IX. 








Wann die zur Milchkoagulation 
verwandte Saftportion Gerinnungszeit in Sekunden 
entnommen wurde 

12 Uhr 22 Min. 720 ! 
30 49 
3) ffi. 
AA) 70 
5) 70 
50) 70 

| Uhr RD 
ID» 10d 

2 2 [ ro) 
24 [6D 

} 2 20D 
32 I8() 





Ein ebensolches Gemenge derselben Séfte, welches zur 


| Kiweibverdauung bestimmt war, wurde um 12 Uhr 55 Min. 
angefertigt und in den Brutschrank gestellt. Um 1 Uhr 10 Min. 
| entnahmen wir demselben die erste Saftportion, die wir ein 
nach Mett angefertigtes Serumalbuminstiibchen im Wasserbade 


im Laute einer halben Stunde verdauen lieben. Weiter wurden 
alle halbe Stunden neue Portionen entnommen und in derselben 
Weise auf ihre Verdauungskraft untersucht. In Tabelle X sind 


') Der Saft war um diese Zeit noch sehr wenig aktiviert. 
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die Verdauungszahlen und thre Quadrate als Ausdruck des rela- 


liven Fermentgehaltes zusammengestellt. 


Tabelle X. 








Verdauungskraft Quadrat der 
in Millimeter Verdauungs- 
(Mett) zahlen 
1.1 {21 
1.0 100 
0.4 SI 
QS b4 
() 49 
0.6 5b 





Aus den ‘Tabellen ersieht man erstens, dab, wie oben 
erwithnt, das milchkoagulicrende Agens durch Darmsalttzusatz 
ganz ebenso und annihernd mit der gleichen Schnelligkeit 
aktiviert wird, wie sie fiir die proteolytische Funktion des 
Pankreassaftes schon liingst bestimmt ist. Wenn wir weiter 
beide Wirkungen des sich zersetzenden Pankreassaftes messen 
und miteinander vergleichen (die 6 letzten Zahlen der Tab. IX 
und die zweite Zahlenkolonne der Tab. X), so tiberzeugen wir 
uns zweitens, dab dieses Mal nicht nur ein Parallelismus zwischen 
beiden Wirkungen, sondern eine direkte Proportionalitiit besteht: 
lierber berechnen wir die Fermentmenge bet der milchkoagu- 
herenden Wirkung direkt nach den die Gerinnungszeit angebenden 
Zahlen, bei der proteolytischen aber nach den Quadraten der 
Millimeter des verdauten Serumalbumins. 


III. Der Saft des Pfortnerteiles des Magens und des Brunnerschen 
Abschnitts des Duodenums. 


Schhieblich erprobten wir auf beide uns interessierende 
Wirkungen auch den Saft, welcher sich aus dem tsolierten 
Ptortnerteile des Muagens und aus dem die Brunnerschen 
Driisen enthaltenden und ebenfalls isolierten Absechnitte des 
Huodenums ergiebt. Die Saftproben wurden von Hunden mehrere 
Monate und sogar Jahre nach der Fisteloperation gewonnen. 
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Es erwies sich bei der Untersuchung erstens, dab die mileh- 
koagulierende Wirkung beider Saftsorten sich nur dann iiubert, 
wenn sie vordem angesduert und spiiter wieder neutralisiert 
werden. d. h. also, dab die Fermente dureh Siurezusatz aktiviert 
werden mtissen. Dieses besondere Verhalten der Fermente 
splelt in der uns interessierenden Frage eine hervorragende 
Rolle. Als bei einigen Autoren diese Verdauungssiifte in ihrer 
natiirlichen Gestalt oder die Extrakte der entsprechenden Ver- 
dauunesdriisen keme milchkoagulierende Wirkung aufwiesen, 
waren die betreffenden Autoren geneigt, hierin wiederum einen 
Beweis fiir die Dualitat des proteolytischen und des milch- 
koagulierenden Fermentes zu sehen, 

“7weitens entsprechen in beiden Saftsorten den Schwan- 
kungen der Verdauungskraft in verschiedenen Stunden der 
Verdauungsperiode ebensolche Schwankungen der milchkoagu- 
lierenden Wirkung. Es mui bemerkt werden, dab auch wir, 
gleich vielen anderen Forschern, cine proteolytische Aktion 
des Plortnersatles und des Brunnerschen Saftes nur bei An- 
siiuerung derselben sahen, dab dagegen beide Saftsorten bei 
alkalischer Reaktion, welche sie im Moment threr Ausscheidung 
besitzen, wochenlang im Thermostaten stehen kénnen, ohne 
auch nur eine Spur von proteolylischer Wirkung zu zeigen. 
Tabelle XI veranschaulicht den Parallelismus beider Wirkungen 
des Brunnerschen Saftes in eklatanter Weise. 


Tabelle XI. 


Satt des Brunnerschen Abschnittes des Duodenums, im 
Verhiiltnis von 2:1, mit 0,5%oiger Salzsiiure versetzt. 





Verdauungskratt 
in Millimetern 
Stunden der Sekretionsperiode zeit eines Serum- 


Gerinnungs- 


alburmin- 


In Minuten stabchens 





I Stunde vor der Nahrungsaufnahme 250 2 4 
nach 82 3.6 
2 Stunden 145 33 
9 , ) 
> 140 32 


, 


t ’ 165 2.8 
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des Pfortnersaftes und des Brunnerschen Saftes entspricht 
ganz und gar derjenigen ihrer proteolytischen Wirkung. Wihrend 
die proteolytiseche Wirkung des Magen- und Pankreassaftes, in 
den konzentriertesten Sorten derselben, ungefahr gleich grof 
und jedenfalls bedeutend ist und ihre milchkoagulierende Wirkung 
sich ebentalls durch ihre bedeutende und ungeféhr gleiche Stirke 
auszeichnet, ist die proteolytische Wirkung des Pylorussaftes 
und des Brunnerschen Saftes eine bel weitem geringere; sie 
kommt der Wirkung der schwiichsten Sorten von Magen- und 
Pankreassaft gleich oder ist sogar geringer als diese: ganz in 
Ubereinstimmung hiermit ist auch die milchkoagulierende Wirkung 


dieser Saltsorten eine verhaltnismabig schwache. Einen der 


dies beweisenden Versuche gibt 


Tabelie XIL. 


Tabelle XU wieder. 





























Ver- Dem | Menge 
Verdau-[Ouadrat] haltnis Fer- der Menge | Gerin- 
fu ; ment- , : 
ungs- der der Fer-[ gepalt phinzuge- des nungs- 
© 5 7 . . 
Saftsorten kraft [Verdau-] ment- J nach |setzten Jhinzuge-[ zeit 
in mm | ungs- [konzen-[ @4" [5 0) igen} setzten Pin Min. 
valente , : ; 
(Mett) | zahlen tra- Saft- Salz- [Wassersfund Sek. 
tionen |mengen]} saure 
Aus Pepsindriisen 2.5 6.25 25 0.1 0.6 18 27’ 
Aus Pfortnerdriisen [2 1 44 58 | 0.43 | 0,52 1.55 }21/ 30” 
Aus Brunnerschen 
Drisen vom Hund Nr. 0.6 0.36 14 1.79 | O15 | 0,56 19’ 
Aus Brunnerschen 
Driisen vom Hund Nr. 2) O05 0.25 I 2.3 0 0 1S’ 
In der ersten Kolonne der Tabelle sind die Saftsorten 








aufgeziihlt: uns stand auf das Vierfache mit Wasser verdiinnter 
Saft der Pepsindriisen eines isolierten kleinen Magens, sodann 
Salt des isolierten Plortnerteiles des Magens, drittens Saft aus 
dem Brunnersche Driisen enthaltenden und ebenfalls isolierten 


Abschnitte) des Duodenums und schlieBblich ein ebensolcher 
Saft von einem anderen Hunde zur Verfiigung: die letzten 


3 Saftsorten wurden mit 0,5°/oiger Salzsiiturelésung auf das Drel- 
fache verdiinnt: wir taten dieses in der Absicht, damit auch 
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diese Verdauungssiifte eine Aciditét von ca. O.1°/0 zeigten. In 
ler zweiten Kolonne findet man die Verdauungskraft in Millimetern 
des Eiweibstiibchens ausgedriickt. Die dritte Kolonne enthiélt 
die Quadrate der Verdauungszahlen. Die vierte Kolonne enthalt 
Zahlen. welche bezeichnen, wievielmal mehr Ferment eine jede 
Saftsorte im Vergleich mit der schwachsten, welche als Kinheit 
genommen ist, aufweist. Die fiinfte Kolonne gibt die dem 
Fermentgehalt nach dquivalenten Mengen der verschiedenen 
Verdauungssiifte an. In der sechsten Kolonne sind die Mengen 
der O.5°/oigen Salzsiiure, welche zu den verschiedenen Saft- 
portionen der vorhergehenden Wolonne hinzugefiigt wurden, 
damit sie alle einen gleichen Situregehalt zeigten, angegeben: 
berechnet wurde die hinzuzufiigende Menge nach den genauen 
Titrierwerten siimtlicher Saftsorten. Die siebente Kolonne gibt 
die Wassermengen wieder, welche den vorhergehenden Portionen 
hinzugesetzt werden muften, damit die Fliissigkeitsmenge in 
ihnen allen ausgeelichen wiirde. Die so zubereiteten Saft- 
portionen wurden mit je 10 com Milch vermengt; sie koagu- 
lierten dieselbe in einer Anzahl von Minuten, welche man in 
der achten Kolonne angegeben findet. Nehmen wir die extremen 
Zahlen dieser Kolonne, so finden wir, dab die gréBere von 
ihnen die kleinere anderthalbmal tbertrifft. Wiirden alle unsere 
Saftportionen die Milch in ein und demselben Zeitraum koa- 
sulieren, so hiebe das, dai ihre milchkoagulierende Wirkung 
der proteolytischen genau proportional ist. Diese Inkongruenz 
der Zahlen mu als sehr unbedeutend, unsere Schlubfolgerung 
von der Proportionalitat der Wirkungen fast nicht beeintriich- 
ligend angesehen werden. Es mut hierbet erstens in Betracht 
gezogen werden, dab wir die milchkoagulierende Wirkung von 
Saftsorten verglichen, die in bezug auf ihren Gehalt an proteo- 
lytischem Fermente in ihren éufersten Extremen einander um 
das 25fache iibertreffen. Zweitens ist die proteolytische Kraf! 
der in unserer Tabelle niedriger stehenden Saftsorten eine sehr 
veringe: dieses Verhalten derselben gibt aber beim Ablesen der 
Millimeterteile des verdauten Kiweifbstibchens gewohnlich Anlal 
Zu unwillkirlicher Verminderung der abzulesenden Zahlen. Bei 
betrachtung der Koagulationszahlen aber sieht man, dab sie 
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von der Proportionalitiit mit den Verdauungszahlen umsomehr 
abweichen, je geringer diese letzteren sind. Wir zweifeln nicht, 
dali wir bei genauerer Bestimmung der Verdauungskraft der 
verschiedenen Saftsorten in diesem Falle ein genau ebensolches 
Resultat erzielen konnten, wie wir es oben in einem Versuch 
mit drei Pepsindriisensaftsorten verzeichnen konnten.  Jeden- 
falls kOnnen wir auf Grund unseres Versuches schon jetzt die 
Behauptung aufstellen, dab die milchkoagulierende Wirkung des 
PfOrtnersaftes und des Brunnerschen Saftes vollkommen threr 
proteolytischen Wirkung entspricht, d.oh., dab ihre muilch- 
koagulierende Wirkung annadhernd sovielmal schwiicher ist, als 
wie die entsprechende Wirkung des Magensaltes, wie vielmat 
die proteolytische Wirkung der ersteren geringer ist, als wie 
dieselbe Wirkung des letzteren. 

Wir sehen also, dali in den vier Verdauunestliissigkeiten, 
welche proteolytische Wirkung besitzen, stets auch eine milch- 
koagulierende Wirkung und zwar in eimem der ersteren ent- 
sprechenden Mabe zu konstatieren ist. In einer jeden derselben 
nehmen beide Wirkungen unter allen denkbaren physiologischen 
Bedingungen der Driisenarbeit einen parallelen Verlauf. Was 
den Jatenten oder aktiven Zustand der beiden Aktionen anbe- 
trifft, so verhalten sie sich stets gleich: sie befinden sich beide 
in jeder Saftsorte in’ demselben Zustande, kOnnen aus dem 
latenten Stadium durch ein und dasselbe Agens und ungefiihr 
vleich rasch in den tiitigen Zustand versetzt werden. Bei Auf- 
bewahrung der Verdauungssilte und ZerstOrung derselben unter 
Minwirkung niedriger und hoherer Temperaturen, sowie bei 
Zersetzung derselben durch verschiedene Reagentien mehmen 
beide Wirkungen einen vollkommen parallelen Verlauf. Ja noch 
mehr! Dort, wo wir genauere Untersuchungen vornehmen 
konnten, lieb sich auch eine exakte Proportionalitiit’ beider 
Wirkungen feststellen. 

Auf Grand alles oben Angefiihrten sehen wir uns berechtigt, 
vorauszusetzen, dab beide Wirkungen von ein und demselben 
chemischen Agens abhiingen, daB sie verschiedene Reaktionen 
ein und desselben Fermentes sind. 

Wie miissen wir uns nun zu den Tatsachen und Befunden, 





eh RR OREM 








As ROBT RE oe poe 





. 
-- 
~ 


Uber die proteolytische und milchkoagulierende Wirkung ete. -f 


mit denen man noch bis heute bewiesen zu haben elaubt, dal 
beide von uns untersuchten Wirkungen von zwei grundver- 
<chiedenen Fermenten ausgeiibt werden, stellen ? 

In Anbetracht der neueren Untersuchungsergebnisse miiften 
diese Tatsachen von neuem nachgepriift und beurteilt: werden, 
umsomehr, als in den friiheren Schlubfolgerungen ohne viele 
Miihe einige Fehlerquellen austindig gemacht werden konnten. 
Obgleich es sich her um mehr oder weniger bekannte Be- 
funde handelt, so waren dieselben doch nicht mit) der zur 
Bestimmung der milchkoagulierenden und proteolytischen Wirkung 
iusgearbeiteten vergleichenden Methodik abgeschiitzt worden. 

Diese Tatsachen sind folgende: Gewohnlich wird ange- 
nommen, dab die Quantitiiten des milchkoagulierenden Fermentes 
sich umgekehrt proportional verhalten, wie die Gerinnungszeiten, 
Man kann sich jedoch leicht tiberzeugen, dab, wie das von 
mehreren Autoren hervorgehoben worden ist, diese Regel sich 
im Kalle von schwachen FermentlOsungen als unzuliinglich 
erweist. Dieses iiufert sich besonders rasch in den nattirlichen 
Fermentlosungen, d. h. in verschiedenen Verdauungssiiften. 

Als beweis hierfiir diene Tabelle XII, welche entsprechende 
Versuche an mit NaHCO, neutralisiertem Brot- und Milchmagen- 
saft darstellt. 

Tabelle XIII. 





Brotsaft Milechsaft 


Milch- Saft- 9 Germnungs-1 Milch- Saft- Wasser- (ertnnung 
Pas: i « zeit in Min. Pied 7 zettin Min 
quantitat quantital und sek. |quantitat) quantitat quantitat und sek. 





10) ().2 “y 6 «6B 10 2,0 (pf) 2) BO” 
LO ().] 34/ 10“ 10) 15 OD DD! 43’ 
1) (4 150’ 10 10 1.0 1944 20) 





Als Auferung des Einflusses, den die Verdiinnung der 
Fermentlésungen ausiibt, ist augenscheinlich auch die oben 
vermerkte rasche Abnahme der milchkoagulierenden Wirkung 
des Milehsaftes im Vergleich mit den anderen Magensaltsorten 
iuzusehen. Dasselbe Ergebnis kann man mit dem Pankreas- 
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safte und in noch eklatanterer Weise mit dem Safte des 
fortnerteiles und der brunnerschen Driisen, welche die aller- 
schwiichsten Fermentlésungen darstellen, erzielen. Wir konnen 
also das Ferment, welches sicherlich in der LOsung vorhanden 
ist, sehr leicht aus den Augen verlieren. 

Die zweite Erscheinung, welche in der uns interessierenden 
Frage eine Rolle spielt, ist die zerst6rende Wirkung der Al- 
kalien, sogar des Natriumkarbonats (iiber das Eigenartige dieser 
Wirkung soll noch weiter unten die Rede sein), eine Wirkung, 
welche schon seit langem gut bekannt ist. Wie oben be- 
richtet wurde, hatte sogar sehr vorsichtige Neutralisation mit 
Na,CO,, welche nie tiber die neutrale Reaktion hinausging, 
stets Zersetzung des Fermentes zur Folge, und nur bei Neu- 
tralisation mit NaHCO, konnte das Ferment unversehrt erhalten 
werden. Da dieser Unterschied meist nicht beachtet wurde 
und da die meisten Forscher nicht nur nicht fiir ideale Neutra- 
lisation sorgten, sondern vielmehr ein Uberwiegen der alka- 
lischen Reaktion zulieBen, in’ der Absicht, die Koagulation 
infolee von Fermentwirkung von derjenigen infolge von Sidure- 
einwirkung streng zu trennen, so mubte unbedingt weitgehende 
Zerst6runge des Fermentes stattfinden. 

Beide erwihnten Ursachen konnten, wenn sie im Verein 
miteinander auftraten, leicht das Verschwinden des Fermentes, 
welchem die milchkoagulierende Wirkung zugeschrieben wurde, 
vortiiuschen. Hierin ist aueh augenscheinlich der Grund daftir 
zu suchen, dai Hammarsten beim kiinstlichen Magensaft, 
welcher im Brutschrank gestanden hatte, die proteolytische 
Wirkung unversehrt fand, withrend die milchkoagulierende ver- 
schwunden war, d. h. gleichsam eine Isolierung beider ler- 
mente beobachtete. Dieselbe Erscheinung beobachteten wir im 
natiirlichen Magensafte, den wir mit Natriumkarbonat neutrali- 
stert batten. 

Wie leicht einzusehen ist, dienen fiir die Untersuchung 
beider Wirkungen Methoden von ganz verschiedener Empfindlich- 
keit, welche durchaus nicht miteinander verglichen werden 
kOnnen. Zur Bestimmung der proteolytischen Wirkung wurde 


meist ein sehr emptindliches Reagens, das Fibrin, fiir das es 
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iiberhaupt keine Grenze der Empfindlichkeit gibt, angewandt. 
Zur Untersuchung der milchkoagulierenden Wirkung nahm man 
neutralisierten Saft, bei welchem im Falle der Verminderung 
seiner Konzentration sehr bald die Grenze seiner Wirksamkeit 
erreicht wird; dieser Fall mubte umsomehr eintreten, als die 
Autoren augenscheinlich aus Furcht, die Milch konnte spontan 
sfiuern, ganz willkiirlich einen im allgemeinen kurzen Grenz- 
termin fiir den Eintritt der Gerinnung wihlten. 

Kin einfaches Beispiel beweist die Richtigkeit unserer Be- 
haupltung: nimmt man kriftigen brotsaft, so kann man ihn 
mehrere hundert-, sogar tausendmal verdiinnen und dennoch 
sicherlich nach 1, 1!,2—2 Stunden Fibrinaufl6sung mit dem- 
selben erzielen. Derselbe, mit NaHCO, neutralisierte Brotsaft 
koaguliert sogar, wenn er 10, 20mal verdiinnt ist, Mileh nur 
nach vielen Stunden, verdiinnt man ihn noch mehr, so bleibt 
die Mileh ganz ungeronnen. Und doch ist leicht einzusehen, 
daly das milchkoagulierende Ferment weder verschwinden, noch 
zerstOort werden konnte und dab wir sein Vorhandensein leicht 
nachweisen khoOnnen, wenn wir fir die Koagulationsreaktion 
ciinstige Bedingungen sehatien. Hieraus erhellt, dali eine richtige 
Methodik. welche wir zur Bestimmung der milchkoagulierenden 
Wirkung des Fermentes anwenden miissen,*darin besteht, dab 
wir die Empfindlichkeit der Koagulationsreaktion-erhohen, indem 
wir entweder zu dem zu untersuchenden Verdauungssatte, oder 
zu der Milech Substanzen hinzufiigen, die die Koagulation be- 
schleunigen, wie z. B. Situren, Calcium-, Baryumsalze usw. Die 
zu- vergleichenden Portionen verschiedener Verdauungssiifte 
inissen, was den Gehalt an die Emptindlichkeit der Reaktion 
erhohenden Reagentien anbelanet, natiirlich vollkommen aus- 
geclichen werden und auberdem mu die selbstiindige koagu- 
lierende Wirkung dieser Agentien, wenn sie wirklich besteht, 
ebenfalls kontrolliert werden. Die Anwendung dieser Methodik 
bringt durchaus keine Verwirrung in die Sache, denn die die 
Koagulation f6rdernden Bedingungen wirken, wie wir weiter 
unten dartun wollen, nach bestimmten Regeln, 

Wenn die koauguherende Fermentwirkung in dem ent- 
sprechenden Medium zu sinken beginnt, kann sie durch weiteren 
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Zusatz des Verdauungssaftes zu der Milch nur bis zu einer 
gewissen Grenze verstirkt werden, denn neben dem Anwachsen 
des Fermentgehaltes macht sich dann die Verdiinnung der Milch, 
welche natirlich deren Koagulationsfahigkeit in hervorragendem 
Mabe abschwicht, bemerkbar. Wenn der im Brutschrank 
stehende Magensaft allmithlich zersetzt wird und, mit Soda 
neutralisiert, die Milch in immer groferen Zeitabschnitten koa- 
euliert, so kann man zu Anfang die Gerinnung fordern, indem 
man immer mehr Magensaft zur Milch hinzugiebt. Hat man 
jedoch bereits 3—4 cem zu tO cem Milch hinzugegossen, so 
hilft weiterer Zusatz nicht mehr, zu gleicher Zeit aber koaguliert 
saurer Magensaft in der Menge von 0,5—1.0 ccm die Milch 
noch im Laufe einiger Minuten oder einiger Zehner von Minuten. 
Dab hier die Siiture meht zu einem Irrtum Anlab gibt. dab es 
sich in der Tat um eine Fermentwirkung handelt, welche jedoch 
ohne Siurezusatz nicht in Erscheinung tritt, das beweist ein 
canz einfacher Kontrollversuch: erhitzt man den Magensaft auf 
70°. so koaguliert 1 cem desselben die Milch nur nach 10 Stunden, 
ganz wie tL com 05° oiger Salzsiiure. 

Kin dritter Umstand, der bei dem Vergleich der milch- 
koagulierenden und proteolytischen Wirkung verschiedener Fer- 
mentpriiparate nicht gentigend gewiirdigt worden Ist, Ist die 
hemmende Wirkung, welche Salze und viele andere Substanzen 
auf die Reaktion der Eiweibl6sung ausiiben und welche sich 
durchaus nicht an der Reaktion der Milechkoagulation aubert. 

Auf diesem besonderen Verhalten der Fermente ist augen- 
scheintich die fabrikmiibige Darstellung von Labfermentpriiparaten 
im wesentlichen begriindet. Dem einen von uns (J. Pawlow) 
ist folvende Episode noch lebhaft im Andenken: als wir zum 
erstenmal unseren Gedanken in betreff der Identitat von 
Chymosin und Pepsin aussprachen, entgegnete uns Prof. Nencki 
damit, dali er uns ein ihm zur Verfiigung stehendes Labpriiparat 
einer Rigaer Fabrik tibergab und uns bat, ihm in diesem Pri- 
parate Pepsinwirkung nachzuweisen: die Fitissigkeit rief sehr 
energische Milechgerinnung hervor, wir mochten sie jedoch an- 
siuern und verdiinnen (2—10mal), wieviel wir wollten, Fibrin 
hel sich nicht in ihr verdauen, sondern hiirtete sich nur: damals 
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konnten wir trotz aller Mihe diesen Einwand nicht widerlegen: 


erst spater, nach dem Tode unseres teuren Freundes, erwies 
sich, dab unsere Aufgabe im gegebenen Falle eine ganz leichte 
war: wir brauchten das Labpriiparat nur auf das Hundertfache 
mit O,2°/oiger Salzsiiure zu verdiinnen und es wiirde die Fiihig- 
keit erlangen, sogar von gesottenem Eiereiweifh .8 mm (Mett) 
in 10 Stunden Wollten 


kraft des Fabrikpriiparates nach der Regel von Schiitze und 


zu sverdauen. wir die Verdauungs- 


Borissow berechnen, so wiirde sie 13 mm_ betragen, was der 
hervorragenden milchkoagulierenden Wirkung dieses Priiparates 


vollkommen entsprache. Dali hier das Wesen der Saehe in 
dem Zusatze emer hemmenden Substanz zu dem Labextrakt 
heet, kann durch foleende Variation des Versuches nachge- 


wiesen werden. 


Tabelle XIV. 








Zeitder Milceh- 
Menge Menge : | Verdauungs- 
Menge Verdauungs- | koagulation aah tla icin 
des des des kraft in Gegenwart Kraft 
hinzu- fliissigen sid von 0.3 cem bet 21 maliger 
\Magen- ie in Millimetern ' . 
eefiigten Lah- Ges Verdiinnung 
saftes Mett Co hes 
W l riiparat oe anaes mit Sau 
assers Me Ali +s . ‘ I} ~aulre 
ia. In Sekunden 
2 1 () 5g 420) 0.7 
2 () | ().6 av oy 

















Dasselbe Ergebnis konnten wir auch mit vielen anderen, 
von uns untersuchten Labfermentpraparaten erzielen, in denen 
die sehr schwach oder auch ganz fehlende proteolytische Kraft 
eine ihrer milchkoagulierenden Wirkung entsprechende Hohe 
erreichte, sobaid sie in passender Weise angesauert, verdiinnt 
und dialysiert wurden. !) 

Wir glauben annehmen zu diirfen, dafii die mangethafte 
Wirdigung der ersten und dritten von den hier aufgeziihlten 


') Wir wenden uns an alle fiir die Frage interessierten Kollegen 
mit der Bitte, uns giitigst ein verkéufliches oder ein Laboratoriumpriiparat, 


der 


Meinung des betreffenden Kollegen unter keinen Bedingungen die ander: 


welches nur eine der beiden Wirkungen iiuffert und welches nach 


Wirkung in entsprechendem Grade zu zeigen vermag, zuzusenden. 
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Tatsachen die Ursache dafiir abgibt, dal} die vor kurzem von 
Gliissner'!) vorgeschlagene Methode, welche Dualitiit der beiden 
Profermente, des proteolytischen und des milchkoagulierenden, 
nachweisen sollte, durchaus nicht ihren Zweck erreicht. Wir 
wandten diese Methode zu wiederholten Malen an und konnten, 
trotzdem wir die Vorschriften des Autors aufs strengste be- 
folgten, nicht ein einziges Mal die Fermente in Wirklichkeit 
von einander trennen. Wir versuchten die Menge des zur 
Bildung eines Niederschlages verwandten essigsauren Uranyls 
und phosphorsauren Natrons in der verschiedensten Weise zu 
variieren, so dal der Niederschlag ganz verschiedene Mengen 
der Fermente enthielt. Bel reichlichem Niederschlage aduBberte 
die yon thm abfiltrierte Fliissigkeit durchaus keine Ferment- 
wirkung, daltir konnten beide Wirkungen in den aus den Nieder- 
schiiigen angefertigten Extrakten nachgewiesen werden. War 
der Niederschlag unbedeutend, so konnten gerade umgekehrte 
Verhiltnisse beobachtet werden. Bei Niederschliigen mittleren 
Grades sahen wir alle moiglichen Ubergiinge zwischen diesen 
beiden Extremen. Tabelle XV veranschaulicht diese Verhiiltnisse. 

Tabelle XY. 





Zeitraum in Sekunden., Ver- 





nach welehem 0.5 ecem] dauungs- 
Art und HWerkunft der I'lissigkert der Fliissigkeit) Milch- kraft 
verinnung in mm 
hervorriefen. (Mett) 
kiweiffreie LOsungen der Profermente 6 Sekunden 6.2 


Von dem nach Vermengung von 10 ecem 
der verhergehenden Flissigkeit) mit 
lf com phosphorsauren Natrons und 
lO cem essigsauren Uranyls (8°%/0) sich 
bildenden MNiedersehlage abfiltrierte 
I liissiekeit ae keine Koagulation 

Mxtrakt des oben erwiihnten Nieder- zu beobachten Uv 
SCRIARGE 6 4 « @ x ee ee 8 Sekunden tf 


Von dem nach Vermenzung von tO cem 
einer anderen erwellfreren Profer- 
entlo Ut) mil 1) Cen phosphor- 
sauren Natrons und lOccem essigsauren 
Uranyvis (1% 0) entstehenden Nieder- 
schiage abfiltrierte Flissigkeit 


ft» Sekunden 25 
Extrakl des entstandenen Niederschlages 25 ao 








'y Beitr. z. chem. Physiol. u. Path.. Bd. 1, 1901. 
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Die Versehiedenheit unserer Ergebnisse und derjenigen 
Gliissners hat ihren Grund, wie wir glauben, darin, dab er 
erstens in dem Filtrate die hemmende Wirkung des sich bil- 
denden essigsauren Natrons (s. Tab. VI) auf die Kiweifilésungs- 
reaktion nicht mit in Rechnung zieht und zweilens fiir die 
Koagulationsreaklion eine willkiirliche und sehr beschriinkte 
30 Min. fiir die Gerinnung eines Liters Milch) Zeitgrenze steckt. 
Wir kénnen uns einen solchen Fall denken: der Niederschlag 
enthiilt 1. 3— 3/4 des Fermentes, ?.3—°* 4 desselben sind im Filtrate 
gzuruckgeblieben, hier aber stort der Gehalt an essigsaurem Natron 
die Auberung der proteolytischen Fermentwirkung und liBt nur 
die milchkoagulierende Wirkung zur Geltune kommen. Wird 
nun das Ferment aus dem Niederschlage extrahiert, so befreit 
es sich dank der Verdiinnung mit der extrahierenden Fliissigkeit 
von der hemmenden Wirkung des essigsauren Natrons, d. h. es 
verinnt seine proteolytische Fiahigkeit in bedeutendem Mabe 
wieder: zu gleicher Zeit aber wird die milchkoagulierende Fiihigkeit 
von ihm eingebubt, da die Verdiinnung eine zu bedeutende ist. 
Ebenso erwies sich bei genauer Untersuchung auch die 
zweite Methode von Hammarsten als unzweckmitbig. Er 
beginnt bekanntlich damit, dai er den kiinstlhchen Magensatt 
zu wiederholten Malen mit Magnesiumkarbonatpulver umschiittelt : 
hierbei soll seiner Meinung nach das Pepsin mit dem Pulver 
zusammen in den Niederschiag tibergehen, wahrend das Chymosin 
in der Losung zuriickbleibt: weiter folet die Reinigung des Lab- 
ferments. Wir wiederholten die erste Phase der Methodik mit 
natirliichem Magensatte und konnten dieselben Vorgiinge, welche 
Hammarsten vor Augen hatte, verfolegen: das (3.. 4. und 5.) 
KMiltrat koagulierte Milch sehr energisch, obzwar nicht so rasch, 
wie die normale Fliissigkeit; bis zu normaler Aciditiit: (05°, 0) 
ohne Verdiinnung oder bei nur schwacher Verdiinnung ange- 
siiuert, verdaute es rohes Fibrin sogar im Laufe von 24 Stunden 
anz und gar nicht. Wir brauchten aber das Filtrat mit 
O1—O,2° 0 Sdure nur auf das 5—10fache zu verdiinnen, da- 
mit die fibrinlbsende Wirkung ganz deutlich zutage trat. Und 
so oft wir auch den vordem neutralisierten Saft mit Magnesium- 
karbonat sehiittelten, so konnten wir dennoch kein Filtrat er- 
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halten, welches unter den erwihnten Bedingungen keine fibrin- 
losende Fahigkeit besiiBe. Auf diese Weise konnten wir dem 
scheinbar fraglich gewordenen Parallelismus wieder zu seinem 
Recht verhelfen und uns befriedigt fiihlen. Spiater aber, als 
uns der Parallelismus der Wirkungen nicht mehr betriedigte 
und wir iiberall eine, wenn auch annihernde Proportionalitiit 
zu suchen begannen, bot uns dieser Punkt ungeheure Schwierig- 
keiten und rief in uns sogar bittere Zweifel in betreff der 
Richtigkeit unseres Grundprinzips wach, obgleich wir bereits 
iiber eine grofbe Reihe von Befunden, die dasselbe bestiitigten, ver- 
fiigten. Als wir versuchten, die milchkoaguherende und proteo- 
Ivtische Wirkune des nach Schiitteln mit Magnesiumkarbonat 
eewonnenen Filtrates genauer zu vergleichen, konnte uns die 
hervorragende Unproportionalitaét beider Wirkungen nicht ent+ 
eehen. Wiihrend wir aus der milchkoagulierenden Wirkung 
des Filtrates schlieBen konnten, dab das entsprechende Ferment 
eine Verminderung, welche einigemal bis einige Zehner von 
Malen betrug, erfahren hatte, war von dem_ proteolytischen 
Fermente, seiner Wirkung nach zu urteilen, nur noch ein Bruch- 
teil, welcher einige Hundertstel bis ‘Tausendstel des antiing- 
lichen Wertes ausmachte, tibrig gebheben. Wir beachteten 
alle uns nur denkbaren Umstiinde, wir bestimmten und be- 
seitigten die hemmende Wirkune, welche das bei der Neutrali- 
sation des Saftes entstehende Chlornatrium auf die proteolytisch 
Reaktion austibte. Wir bestimmten die die Milchgerinnung 
fOordernde Wirkung der geringen Menge von Magnestumkarbonat., 
welche sich beim Umschiitteln in der Fliissigkeit aufl6ste. und 
zogen sie gleichfalls in Betracht. Wir erprobten alle moéglichen 
Girade der Aciditiit, jedoch inderte sich an der Tatsache nur 
sehr weniges: die erwithnten MaSbnahmen veriinderten das Er- 
eebnis in nur sehr unbedeutendem Mabe. Hierbei sammelten 
sich jedoch Beobachtungen an, welche unser Augenmerk aul 
denspringenden Punkt richteten. Indem wir die bei wiederholtem 
I mschiitteln mit Magnesiumkarbonat nacheinander erhaltenen 
Filtrate titrierten, bemerkten wir, dab ihre Alkaleszenz (welche 
sie den geringen Mengen in ihnen gel6sten Magnesiumkarbonats 


verdanken) allmiithlich bis zu emer gewissen Grenze anwiichst 
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und daf mit ihr zusammen auch die proteolytische Wirkung 
des Filtrates abnimmt. Dieses lie} uns vermuten, ob nicht die 
Alkaleszenz des Filtrates in diesem Falle die Hauptrolle spielt. 
Deshalb wandten wir uns vor allem zu dem nach dem Um- 
<chiitteln sich bildenden Magnesiumkarbonatniederschlage und 
untersuchten, ob er wirklich alles Pepsin mit sich genommen 
hatte. Nachdem wir den Niederschlag mit Salzsiture aufeelost, 
die LOsung in gentigendem Grade verdiinnt hatten, um = die 
hemmende Wirkung des Chlormagnesiums zu beseitigen, und sie 
sodann in entsprechender Weise angesiiuert: hatten, konnten 
wir uns zu wiederholten Malen tiberzeugen, dab keine bedeutende 
Pepsinausscheidung mit dem Niederschlage stattgefunden hatte. 
Die erhaltene Lo6sunge diuberte eine im Vergleich zu dem Filtrate 
verschwindende proteolytische und milchkoagulierende Wirkuny. 
Es wurde also klar, dai der Mechanismus der in der ersten 
Phase der Hammarstenschen Methode zu beobachtenden Er 
scheinungen em durchaus anderer ist, als wie man ihn sich 
bis jetzt vorstellte. In Wirkhehkeit war er nichts weiter. als 
wie die schon lingst bekannte Zersetzung oder chemische Ver- 
inderung des Fermentes unter Kinwirkung von Alkalien. Wenn 
nun aber auch die Kigenschaften des Filtrates ein Ergebnis der 
Kinwirkung des Alkalis waren, so mubten wir in Anbetracht 
dessen, dah die beiden Wirkungen im Filtrate auseinander 
gingen, dennoch zugeben, dab Alkalien das proteolytische Ferment 
-tirker zersetzen, als wie das milchkougulierende, tndem wir 
nun aber einige besondere Befunde, welche uns aufvetallen 
waren, als wir uns mit Versuchen iiber die zersetzende Wirkune 
von Alkalien auf den Magensaft beschiftigten, in Betracht zoven, 
hielten wir nach wie vor an unserem Standpunkte fest und 
versuchten, die Proportionalitiit. zwischen beiden Wirkungen. 
welche uns fortwiihrend sozusagen unter den Hiinden entg!itt, 
wieder herzustellen. Sehlieblich wurde unsere Geduld belohnt. 
ber einer secheinbar ganz belanglosen Variation unseres Ver- 
suches sahen wir plétzlich, daf das Filtrat eine durchaus nicht 
geringere, sondern eher sogar bedeutendere — proteolytische 
Wirkung diuberte, als man auf Grund seiner milehkoagulierenden 
Wirkung erwarten konnte. Bisher hatten wir das nach Ver- 
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mengung mit dem Magnesiumkarbonat alkalisch gewordene Filtrat 
vor den Verdauungsversuchen sofort bis zu einem gewissen 
(rade angesiiuert. Jetzt neutralisierten wir es zu Anfang nur, 
lieben es so einige Zeit lang stehen und siiuerten es dann erst 
bis zu demselben Grade an. Nun konnten wir in dem Filtrate 
die so heifb ersehnte proteolytische Wirkung in vollem Mabe 
nachwelsen. 


Tabelle XVI. 





Verhiltnis(@!t der Mulch] nattnis 


Ver- der ferinnung der 
Ferment-fmittels 1 ccm] Ferment- 
dauungs- 
Art der Verdauungs- mengen,} = der neu- mengen, 
kraft nach den 7a nach den 
a Var traiisierten Ce 
HUSSIZRCII . a re 
In mm Miiesiokei 
dauungs- Flissigkeit: | pinnungs- 
Mett) zahlen | in Minuten | zahlen 


berechnet und Sekunden hberechne! 





Vit NaHCO, neutralisierter 


) 


Magensaft ...... 6,4 1 93 Sekunden I 
Das Ul. biltrat nach Um- 
chiitteln omit) MgCQs. 
dem Verdauungsver- 

suche sofort angesiuert OW S 4000 | 66 Minuten 7) 
Hasselbe Filtrat. antangs 
neutralisiert, nach 
einiven Stunden eben- 

falls angesiiuert. . . . 1.8 13 42 Minuten 4S 














ks erwies sich also, daffy auch diese Methode von Ham- 
marsten durchaus nicht die Méglichkeit gibt, das Ferment in 
zwei Bestandteile zu zerlegen. Dieses Ergebnis unserer. die 
erste Phase der Methode betretfenden Untersuchungen machte 
nattrlich das Studium der zweiten Phase unniitz. 

Die Tatsache aber, welche wir Inerbei unerwartet fest- 
vestellE hatten, verdiente nattrlich in vollem Mabe von uns 
beachtet. zu werden. Wir sahen das Ferment unter Eimwirkune 


der alkalischen Reaktion aus dem tiitigen in einen untiitigen. 





atenten Zustand tibergehen, wobet die umgekehrte Umwand- 
ling, der Ubergang aus dem latenten in den. tiitigen Zustand. 
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iingere Zeit dauernde neutrale Reaktion des Mediums (welche 
durch Gegenwart von Milch geschaffen werden kann) erfordert. 
Speziell in bezug auf diesen Punkt haben wir einige Versuche 
angestellt, von denen wir hier einen wiedergeben wollen. 


Tabelle XVIL. 


Nach Umschiitteln mit MgCO, neutralisiertes Filtrat 








Dauer der neutralen Reaktion Verdauungskraft 
des Mediums in Millimetern 
vor der Ansiiuerung (Mett) 
23 Sekunden O00 
5 Minuten Of 
1d 0.6 
50 OLS 
| Stunde 10) 
2 Stunden 1.2 
} lj 
{ Ld 





In betreff dieser Versuche mub bemerkt werden, dab bei 
-ofortiger Ansiiuerung der alkalischen Fliissigkeit bis zu saurer 
Reaktion sie sich triibt und einen Niederschlag ausscheidet, 
was alles ausbleibt, wenn die Ansiiuerung in zwei Stadien, 
mit einer langdauernden Ruhepause (von mehreren Stunden) 
bei der neutralen Reaktion des Mediums, ausgefithrt wird. Da 
diese Tatsache augenscheinlich mit verschiedenen Fragen. die 
zu den Fermenten Beziehung haben, wie z. B. Kinwirkung der 
Alkalien, verschiedene Zustiinde der Fermente usw., in direkter 
beziehung steht, so bildet ihr Studium den Gegenstand spezieller 
(ntersuchungen, welche jetzt in unserem Laboratorium im 
(range sind. 

All unser Tatsachenmaterial entzieht, wie wir glauben 
anzunehmen diirfen, der althergebrachten Meimung, dah die 
proteolytische und die milchkoagulierende Fermentwirkung spe- 
zilischen Fermenten angehoren, jeglichen Boden unter den 


Fiiben. Tatsache ist. dali diese Wirkungen niemals und unter 
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keinen Bedingungen, weder im Organismus, noch auberhalb 
desselben, scharf voneinander getrennt werden konnen. Es 
sind wohl noch vereinzelte Angaben itiber die vollstandige 
Trennung beider Wirkungen’ gemacht worden: obgleich wir 
dieselben bis jetzt jedoch noeh nicht nachgepriift haben, sehen 
Wir uns im Rechte, ihnen keine besondere Beweiskraft zuzuer- 
kennen, da wir schon frither Gelegenheit gehabt haben, die 
Miingel der allgemein angewandten Methodik der vergleichenden 
Untersuchung dieser Wirkungen aufzudecken. 

Wir haben uns aber schon langst die allgemeinere be- 
deutung besitzende Frage vorgelegt: widerspricht unserer be- 
hauptung, dab beide Wirkungen ein und demselben Fermente 
angehoren, nicht die Tatsache, da’ fiir beide Wirkungen zwei 
verschiedene Regeln, nach denen sie von der Menge des Fer- 
mentes abhiingen, bestehen 2? Dieses schien auch Hammarsten 
ein wesentlicher Einwand gegen unsere Anschauungen zu sein, 
wie wir aus der neuesten Ausgabe seines Lehrbuches der 
physiologischen Chemie erfuhren, wihrend wir mit dem Nieder- 
schreiben vorhegender Verdffenthehune beschiiftigt waren. 

Die uns interessierenden beiden Wirkungen, die Losung 
des Kiweibes und die Gerinnung der Milch, sind jedenfalls ver- 
<chiedene Reaktionen. Wenn dem so ist, so brauchen die 
vegein, nach denen die Dauer der Reaktion von der Menge 
des Fermentes abhanet, fiir beide durchaus nicht die gleichen 
zuosein. Die Zettdauer der Reaktion hiingt von den Reaktions- 
bedingungen, welche dieselbe bald beschleunigen, bald verlang- 
samen, ab. Den verschiedenen Bedingungen entsprechend, 
miissen sich auch die Regeln fiir die Abhiingigkeit der Zeit- 
dauer der Reaktion von der Menge des vorhandenen Ferments 
verandern., In der Absicht, diese Behauptung mit einem hin- 
reichenden Tatsachenmaterial zu bekraftigen, stellten wir mehrere 
Reihen von Versuchen an, wo wir eine entsprechende Veran- 
derung der die Reaktionen betreffenden Regeln dadurch erzielten, 
dali wir die Reaktionsbedingungen veriinderten. Eine neutrale 
Losung des milchkoagulierenden Fermentes ruft Milchgerinnung, 
angenommen, dab sein Gehalt in der Flissigkeit einer gewissen, 


geniigenden WKonzentration entspricht, nach der Regel der um- 
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gekehrten Proportionalitit zwischen der Quantitiit des Fermentes 
und der Gerinnungszeit hervor. Obgleich dieses schon liingst 
bekannt ist, erlauben wir uns dennoch, eine diesen Versuch 
betreffende Tabelle wiederzugeben, um einen anschaulichen 
Vergleich mit den spiteren Versuchen zu ermoglichen. 
Tabelle XVILL. 
Mit NaHCO. neutralisierter Magensatt. 








Menge des Saftes Gerinnungszeil 
in cem in Minuten und Sekunden 
OS 2 Min. 30 sek. 
U.4 ) 
(). 2 10 2() > 





Nehmen wir eine saure Losune desselben Fermentes und 
setzen wir verschiedene Mengen derselben zu der Mileh, so 
verandern wir nun in der Milch den Gehalt, sowohl an Ferment, 
as auch an Siure in ein und demselben Verhiltnis, d. h. 
wenn wir z. b. die Menge des Fermentes um das Doppelte 
vergrofbern, so wachst zugleich aueh die Menge der Siéure aut 
das Doppelte an. In diesem Falle tritt anstatt der ersten Rege! 
ine zweite in Kraft: jetzt verhalten sich niimlich die Mengen 
des Fermentes umgekehrt proportional, wie die Quadratwurzeln 
der Gerinnungszeiten, d. h. die Reaktion wird fortlaufend be- 
<chleunigt. Dieses ist in Tabelle NIX deutlich wiederzuerkennen. 


Tabelle XIX. 


Suurer Magensatt. 








Menge des Saftes Gerinnungszelt (Quadratwurzeln 
: Ml der vorhergehenden 
In cem In Minuten es 
Zahlen 
1 11 Minuten 3.3 
02 3 > 1.7 
03 1.25 1.1 
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Genau dieselben Verhiéltnisse sind auch dann zu beob- 
achten, wenn in der Fermentl6sung die Milchgerinnung be- 
<chleunigende Salze enthalten sind. Wenn z. B. nattirlicher 
Magensaft mit kohlensaurem baryt neutralisiert und die so 
neutralisierte Fliissigkeit in verschiedenen Verhaltnissen mit 
eleichen Milchportionen vermengt wird, so kKoaguliert sie die 
Milch ebenfalls nach der zweiten Regel. Als Beweis  herfiir 
diene Tabelle XX. 

Tabelle XX. 
Mit BaCO, neutralisierter Magensatt. 








Menge Gerinnuneszelt Quadratwurzeln 
des Magensaftes | der vorhergehenden 
In ccm in Eemaaton Zahien 
0,1 99 Minuten U8 
(2 23 £9) 
0.3 10 3,2 
OD 3,0» 1.) 








Nimmt man schlieblich eine bedeutend verdiinnte neutrale 
Fermentlosung und vermengt man sie in verschiedenen, jedoch 
bedeutenden Quantitiiten (um die Grenze der Fermentwirkung 
nicht zu erreichen) mit der Milch, so kann man oft eine dritte 
Regel walten sehen, welche lautet: die Quantititen des Fermentes 
verhalten sich wie die Quadrate der Gerinnungszeiten. Augen- 
scheinlich verlangsamt die Milchverdiinnung, welehe dem An- 
wachsen des Fermentgehaltes streng proportional bleibt, die 
Gerinnungsreaktion. Tabelle XXL veranschaulicht diese Ver- 
hiiltnisse auls deutlichste. 

Tabelle XXL. 

Mit NaHCO, neutralisierter und auf das tOfache mit 

Wasser verdinnter Magensaft. 








Menge des Saftes Gerinnungszeit Quaurat 
der 
in ecm in Minuten — —s 
Gerinnungszahien 
| 10.5 Minuten 110 
D 6 : 5b 
17 
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Genau ebenso kann auch die Regel, welche die Abhiingig- 
keit der Eiweibl6sung von der Menge des Fermentes bedingt. 
entsprechend den Reaktionsbedingungen modifiziert’ werden. 
(Gewohnlich, wenigstens in gewissen Grenzen der Konzentration 
des Fermentes, besteht fiir die Beziehung zwischen dem Ferment- 
vehalt und der Fermentwirkung (der Anzahl Millimeter des 
in ein und demselben Zeitabschnitte verdauten Eiweibstiibchens | 
die Regel, dab die Fermentmenge und die Quadrate der Milli- 
meterzahlen direkt proportional sind. Die Zahlen eines ent- 
=prechenden Versuches sollen den Vergleich mit dem gleich 
zu Berichtenden erleichtern. 


Tabelle XXII. 


Normaler, mit 0,35°/oiger Salzsiiure verdiinnter Magensatt. 








Wievielmal der Saft Verdauungskraft Quadrat 
mit Siiure in Millimetern der 
verdiinnt wurde (Mett) Verdauungszahlen 
bs 3.9 15.21 
16 2.8 7.84 
6-4 14 1.96 








Nimmt man jedoch eine schwache Sattsorte und ver- 
diinnt sie nicht mit Siure, wie im vorhergehenden Versuche, 
sondern mit Wasser, so wird das gegenseitige Verhiiltnis zwischen 
Fermentmenge und Fermentwirkung (Millimeter des verdauten 
Eiweibstabchens) durch eine neue Regel bedingt, welche lautet, 
daB die Fermentmenge una die Zahl (und nicht ihr Quadrat) 


der Millimeter des verdauten Eiweibstabchens direkt propor- 
tional sind. 
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Tabelle XXIII. 
Normaler, mit Wasser verdiinnter Magensaft. 


arty 
aa 








Wievielmal der Saft Verdauungskraft in Millimetern 
mit Wasser eines EKlereiweif- eines Serum- 
verdiinnt wurde stiibchens albuminstiibchens 
ss 2.2 4.6 
12 Lb 53 
lt) 1.1 23 
) 0.8) 1,8 
24 0.79 15 
32 05 1.1 





Letzteres Verhiltnis erklirt uns auch den wahren Sinn 
der ersten Regel in betreff der Eiweiflosungsreaktion. Sobald 
wir die Fermentlbsunge mit Siiure verdiinnen, so modifizieren 
wir augenscheinlich hiermit nicht, wie uns anfiinglich schien, 
nur einen Faktor, némlich die Konzentration des Fermentes, 
sondern zwei: aufber dem Fermentgehalte in dem Medium ver- 
erObern wir in) fortlaufender Progression auch den relativen 
Siiuregehalt im Vergleich zu demjenigen des Fermentes, womil 
wir die Reaktion progressiv beschleunigen. bei Verdiinnung 
mit Wasser aber verandert sich in Wirklichkeit nur der Ferment- 
eehalt in dem Medium, wiithrend das Verhiltnis zwischen Ferment- 
und Siiurekonzentration das niimliche bleibt, d. h. die Reaktion 
wird nicht beschleunigt. Dieses ist ein Fall von Eiweiblosungs- 
reaktion, welcher der gewoOhnlichen Milchgerinnung mit reiner 
neutraler FermentlOsunge vollkommen analog ist. 

Auf diese Weise hat also der Einwand, welcher anfangs 
eewichtig schien, seine ganze Bedeutung verloren. Die Tat- 
sache aber, dal die Regeln der Abhiingigkeit der Ferment- 
wirkung von der Fermentmenge durch iubere Bedingungen ver- 
‘indert werden kOnnen, erfordert natiirlich ein umfassenderes 
und systematisches Studium, da alle diese Regeln nur fur 
eewisse Grenzen Giltigkeit besitzen. 

Als nicht zu mibachtende allgemeine Bestiitigung der 
Richtigkeit) unserer Grundidee ist, auber allen angegebenen 
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vereinzelten Tatsachen, noch das anzusehen, dafi wir, indem 
wir an der Idee systematisch festhielten und zuweilen gerade- 
da, wo die Sachlage zu Anfang augenscheinlich gegen sie 
sprach, auf neue Tatsachen von bedeutender Tragweite stieben. 

Wenn man deshalb jetzt noch daran festhalten wollte, 
dali beide Wirkungen von verschiedenen Fermenten ausgehen, 
im Organismus aber stets zusammen und zudem noch in den- 
selben quantitativen beziehungen angetroffen werden, so konnte 
man das nur aus althergebrachter Gewohnheit tun, fiir die 
sich gegenwirtig keine Rechtfertigung finden 1aébt. 

Wir behaupten also, dafi beide Wirkungen ein und dem- 
selben Ferment angehoren. Wie hat man nun diese Dualitiit 
der Wirkung ein und desselben Fermentes zu verstehen ? 

Die erste Frage, von der man ausgehen mu, betrilft 
natiirlich die Reaktion der Milchkoagulation. Was stellt diese 
vom physiologischen und chemischen Standpunkte dar? Es 
mu eingestanden werden, dafi diese Reaktion, was ihre physio- 
logische Bedeutung anbetrifft, lange Zeit tiber ganz riitselhaft 
erschien. Wenn die bei Siiugetieren in gewissem Mabe als 
niitzliche Anpassung, welche bei der Bearbeitung der Milch 
im Magendarmkanal eine Rolle spielt, betrachtet werden konnte, 
so war bei allen anderen Tieren und bei den Pflanzen, wo es 
an einem Substrat fiir die Wirkung des Labfermentes fehit, 
ihr Zweck ein ganz dunkler. Wir glauben nicht fehlzugehen, 
wenn wir hierin ein Beispiel jenes gleichgiiltigen und natirlich 
durchaus nicht zu verteidigenden Objektivismus sehen, welcher 
ruhig an hochst bemerkenswerten Tatsachen voriibergeht, ohne 
sich die augenscheinlich naheliegende Frage vorzulegen: Wozu 
kommt bei verschiedenen Tieren und Pflanzen das Labferment 
vor, wenn es niemals mit Milch in Bertihrung kommt? Wirde 
diese Frage mit Konsequenz aufgeworfen, so mite man. sie 
in dem Sinne beantworten, dai die Milchkoagulation eine 
spezielle, fiir den Experimentator nur zufallige AuBerung einer 
allgemeinen Reaktion ist. Das Verdienst. diese Schlubfolgerung 
gemacht zu haben, gehort Prof. A. Danilewsky an, welcher 
in der Milchkoagulation eine Komplikation des Eiweibmolekiils 
Suh, ganz entsprechend der Vereinfachung desselben, welche 
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unter Einwirkung der Eiweibfermente, wie Pepsin u. a. m., 
stattfindet. Und in der Tat ist es ihm dementsprechend ge- 
lungen, in Gemeinschaft mit seinem Schiller, Dr. Okunew, 
Koagulation einiger Albumogen durch Labfermentpraparate nach- 
zuweisen. Was kénnte man in der Tat gegen die Voraus- 
setzung einwenden, dah die Milchkoagulation das einfachste 
Stadium der langen Reihe der Synthese von Kiweifikorpern 
darstellt. Gegen diese Voraussetzung sind keine’ ernstlichen 
Kinwiinde zu machen, zu ihren Gunsten aber libt sich einiges 
anfiihrven. Casein und Paracasein werden von allen als chemisch 
sehr nahestehende Koérper angesehen. Unterdesssen aber bleibt 
unter denselben Bedingungen das eine in der Losung, wiihrend 
das andere fillt nieder. Es ist ganz natiirlich, dai man in diesem 
Kalle annimmt, da’ das Molekiil der zweiten Substanz kom- 
plizierter ist. Diese Annahme wird durch die vor kurzem veroffent- 
lichten Versuche LOwenhardts!) sehr begiinstigt. 

Jetzt. wo der friiheren Theorie, daB die milechkoagulierende 
und die proteolytische Wirkung verschiedenen Fermenten an- 
gehoren, der Boden unter den Ftiben geschwunden ist, kommt 
man in natiirlicher Weise zu der Ansicht, daB beide Reaktionen 
verschiedene Wirkungen ein und. desselben Eiweibfermentes 
sind. Wenn die theoretisch vorhergesehene doppelseitige Wirkung 
der Fermentreaktionen fiir die Fett- und Kohlehydratfermente 
ihre vollstiindige Bestitigung gefunden hat, warum sollte dann 
das Eiweibferment eine Ausnahme bilden? Wenn aber auch 
dieses Ferment mit derselben Eigenschaft behaftet ist, weshalb 
soll man dann dieselbe in weiter Ferne suchen, da ja die dem 
Kiweibferment zukommende riitselhafte milchkoagulierende Wir- 
kung am einfachsten eben von diesem Standpunkte aus zu er- 
kliiren ist. 

Ks kann angenommen werden, dai auch die Blutgerin- 
nung und die Umwandlung von Pankreassaft in Gallerte, welche 
Dr. Lintwarew2?) beschrieben hat, zur selben Kategorie von 
Erscheinungen gehoéren. Die Gerinnung des Pankreassaftes findet 
unter folgenden Bedingungen statt: Setzt man zu dem _ viel 

Diese Zeitschrift, Bd. XBL. 


2) Inaug.-Dissert. St. Petersburg, 1901 (russisch). 
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Kiweif enthaltenden zymogenen Pankreassafte Kinase hinzu, 
so verwandelt sich der Saft rasch in ein festes, durchsichtiges 
Gerinnsel, und es kann dann das Probierrdlrchen umgekippt 
werden, ohne dai sein Inhalt herausflieBt. 

Wir glauben, dab die biologische Chemie, sobald sie die 
in zwel entgegengesetzten Richtungen sich abspielenden Reak- 
tionen der Eiweibfermente, von denen gegenwiirtig bereits eine 
ganze Reihe, wahrscheinlich fiir die verschiedenen Stadien der 
Kiweibzersetzung bestimmt bekannt sind, anerkennen wird, hiermit 
den geraden Wee betreten mu, der zur Losung der fiir diese 
Wissenschaft wichtigsten Frage, der Frage von der- Synthese 
der Eiweibsubstanz, fihrt. 

Auber der eben erwiéhnten allgemeinen Bedeutung, welche 
unsere Annahme, dai namlich beide Reaktionen ein und dem- 
selben Fermente zu verdanken sind, hat, verspricht sie noch 
eine bedeutende Vereinfachung der Methodik der quantitativen 
Fermentbestimmung, wovon wir iibrigens bereits zu wieder- 
holten Malen Gebraueh gemacht haben. Zu diesem Zwecke 
kann niimheh die milchkoagulierende Wirkung bedeutend be- 
quemer angewandt werden, als wie die proteolytische Reaktion : 
sie verliiuft) bedeutend rascher, ist leichter zu ermessen und 
in chemischer Bezichung weniger von allerhand sonstigen [in- 
Wirkungen abhiingig. 

Wir sehen von einer genauen Ubersicht der die Milch- 
koagulation behandelnden Literatur ab, da wir keine neuen, 
diese Frage betreffenden Entdeckungen machen konnten. Der 
Schwerpunkt unserer Arbeit lag in der Anwendung liingst be- 
kannter Tatsachen fiir die Vervollkommnung der Methodik der 
vergleichenden quantitativen Bestimmung von proteolytischem 
und milchkoagulierendem Ferment. 

Andererseits miissen wir jedoch auf der Unabhiangigkeit 
unserer Angabe von der Identitiit der beiden Fermente bestehen. 
Die schon friiher in der deutschen Literatur von Sieber und 
Nencki!) einerseits und von Pekelharing?) andererseits ge- 
machten Angaben, dab Chymosin und Pepsin identische Fer- 
Diese Zeitschrift, Bd. XXXII. 

Diese Zeitschrift, Bd. AXXXY. 
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mente sind, stimmen erstens nicht ganz mit der unserigen 
iuberein: diese Autoren geben sozusagen eine teilweise Iden- 
tittit beider Fermente zu, glauben jedoch, daB ein jedes der- 
selben mit) verschiedenen Supplementgruppen behaftet ist: 
auberdem liefern sie fast gar keine Beweise (wenn man von 
beiliufiger Erwiihnung mehrerer Fille von parallelem Ver- 
halten beider Fermente absieht) fiir die von thnen aufegestellte 
Behauptung: eher kann man annehmen, dab sie diese Be- 
hauptung aufstellen muften, um das von thnen aus nattirlichem 
Magensafte gewonnene Produkt als chemisches Individuum be- 
trachten zu kénnen. Zweitens hat der eine von uns (J. Paw- 
low) den Gedanken von der Identitiit beider Fermente in dem 
Sinne, wie er in unserer Abhandlung gemeint ist. noch ge- 
iubert,!) ehe die Arbeiten oben erwithnter Autoren im Drucke 
erschienen waren. Anlaf zu vorliegender Bemerkung hat die 
mehrmals gemachte Annahme, dal} unsere Ergebnisse und unser 
Grundgedanke nur eine weitere Entwicklung der von diesen 
Autoren aufgestellten Behauptung darstellen, gegeben. 

Uber die oben erwiihnten Ergebnisse unserer Arbeit 
haben wir in kurzen Mitteilungen in mehreren Sitzungen der 
Gesellschaft russischer Arzte zu St. Petersburg (1902 und 1904), 
auf der Naturforscherversammlung zu Helsingfors im Jahre 1902 
und auf dem internationalen Kongreb zu Madrid (1903) berichtet. 

An unseren neuesten Versuchen, welche die Proportiona- 
litiit beider Wirkungen betreffen, hat Herr Dr. N. P. Ticho- 
mirow regen Anteil genommen, woftir wir ihm_— unseren 


wiirmsten Dank sagen. 


') Verhandlungen der Gesellschaft russischer Arzte zu St. Peters- 
burg.  Sitzungsprotokolle der Gesellschaft fiir das Jahr 1900—1901. 
1901 


Sitzung vom 21, I. (russisch). 























Die Spaltung des Pseudomucins durch starke siedende Sauren. 
|. Mitteilung. 


Von 
J. Otori (Tokio). 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Marburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21. Juli 1904.) 


Das Pseudomucin ist nicht selten Gegenstand eingehender 
Untersuchungen gewesen. Dieselben waren aber fast aus- 
schlieblich darauf gerichtet, die Natur der im Pseudomucin- 
molekiil steckenden Kohlehydratgruppe zu ergriinden. Der Zweck 
dieser Arbeiten brachte es mit sich. dab die betreffenden Forscher 
nur schwache Siiuren, in der Regel eine 2°/oige Salzsiiure, auf 
das Pseudomucin einwirken lieben. Durch eine derartige schwache 
Siiture lief sich die prosthetische Gruppe in der Wiirme ab- 
spalten, wihrend der Eiweifrest in der Hauptsache koaguliert 
wurde, sonst aber unveriindert zuriickblieb. Beziiglich der Lite- 
ratur der Arbeiten, die sich auf den Kohlehydratkomplex des 
Pseudomucins beziehen, verweise ich auf die ausfiihrliche Zu- 
sammenstellung Steudels.!) 

Spaltungsversuche mit starken siedenden Siiuren sind da- 
gegen meines Wissens am Pseudomucin tiberhaupt noch nicht 
ausgefiihrt worden. Nur am Paramucin, einem anderen patho- 
logischen Erzeugnis der Ovarien, das aber mit dem Pseudo- 
mucin nicht identisch ist, sind von K. Mitjukoff?) und Panzer?) 
derartige Versuche angestellt worden. Auf die Arbeiten dieser 
beiden Autoren werde ich spiiter noch zurtickgreifen. Ich habe 
nun auch das Pseudomucin der tiefgreifenden Spaltung durch 


'’ Diese Zeitschrift, Bd. XXXIV, S. 33. 


*) Archiv f. Gynakol., Bd. 49, S. 278. 


Diese Zeitschrift, Bd. XXVIII, S. 363. 
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starke siedende Schwefelsiiure unterworfen und will im folgenden 
liber die Ergebnisse meiner Untersuchung berichten. 

Das Ausgangsmateril lieferte der Inhalt zweier Ovarial- 
eysten, der im Jahre 1901 von Herrn Professor Dr. Enderlen 
aus der chirurgischen Klinik (Direktor: Geheimrat Professor 
Dr. Kiister) dem hiesigen physiologischen Institut zur Verfiigung 
cestellt worden war. Durch meinen Freund Herrn Dr. Ishihara 





wurde das Pseudomucin dann aus dem Cysteninhalt nach den 
Vorschriften von Hammarsten rein dargestellt. {ch erhielt 
es in Form eines trockenen gelblich weiben Pulvers im Gewicht 
von 190 2. Im Laufe der Zeit hatte es sich in seinen physi- 
kalischen Kigenschaften etwas geiinderlt: wihrend es friiher alle 
Kigenschatten des Pseudomucins, die von Hammarsten ange- 
eeben werden, vollig tvpisch zeigte, lbste es sich jetzt nur noch 
teilweise in’ kalfem und warmem Wasser. Dabei spaltete es 
nach wie vor beim Kochen mit verdiinnter Salzsiure reichliche 
Mengen einer reduzierenden Substanz ab. Die Elementaranalyse 





ergab foleende Werte. 


I] I] lV im Mittel 
C 4840/0 48.71% = 48.55°!o 
H 7.21% 0 1,73 °%0 — —— a Yd 
N 10.8625 10,98°/0 = 10,92° 0 





Es wurden noch 2 Aschenbestimmungen ausgeltiihrt: 1. Ver- 
such ergab 2,420, 2. Versuch 2,02°/0 Asche; also im Mittel 
waren 2,22%o Asche im bei 100° C. getrockneten Pseudomuein 
enthalten. Die aschefreie Substanz enthielt demnach: 

+ 49.65” H 7642/0 N = 21.36% 


Analytische Belege. 


1 OV98O ¢ Paramucin gaben 0.3514 ¢ CO, und 01277 ¢ H,0: 
daraus berechnen sich 48.420 CG und 7.21°%/o H. 
Hl. O1946 ¢ Substanz gaben 03476 ¢ CO, und 0.1346 g H,0; 
darnach berechnen sich 48.7190 C und 7.73°/0 H. 
Il, 0.2059 ¢ Substanz gaben 20.0 eem N nach Dumas: 
‘a 14°: B. 749.5 mm: 
daraus berechnet man 10.86% 0 N. 
IV. 0.2652 ¢ Substanz gaben 25.4 cem N: T. = 13°: B. = 751 mm: 
10.98%, N, 





berechnet 
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Von dem Pseudomucin wurden 50 ¢ lufttrockene Substanz 
entsprechend 43,369 ¢ trockener, aschefreier Substanz mit einem 
Stickstoffgehalt von 11,16°/o zuniichst auf dem Wasserbade in 
einem Gemisch von 300 g¢ Wasser und 150 g konzentrierter 
Schwetelsaure gelést. Die LOsung wurde dann 12 Stunden am 
Riieckflubkiihler gekocht. Danach wurde die Fliissigkeit§ mit 
Wasser etwas verdiinnt und die ausgeschiedenen Huminsubstanzen 
durch Filtration entfernt. Es zeigte sich schon jetzt ein auf- 
failliger Unterschied von dem durch K. Mitjukoff?) untersuchten 
Paramucin. Dort war die Bildung von Huminsubstanzen bei 
einer ihnlichen Behandlung so reichlich gewesen, dab die weitere 
Verarbeitung der Reaktionsfliissigkeit fast unmodglich war. Beim 
Pseudomucin hingegen hatten sich nur 2.6265 @ unlodslicher 
Huminstoffe mit 3,95°%/o N-Gehalt ausgeschieden. Die Analyse der 
ber 100° C. getrockneten Huminsubstanz ergab folgende Werte: 

0.2808 ¢ Substanz gaben 10.5 ecm N: 1 


daraus berechnen sich 3.9520 N. 


y 15,5°; B. = 750 mm; 

Das Filtrat von den unloslichen Huminstoffen wurde in 
dem von Kutscher undSteudel?) angegebenen Atherextraktions- 
apparat einer erschopfenden Extraktion unterworfen. Mir scheint 
die Kinschaltung der Atherextraktion einen wesentlichen Fortschritt 
in der Untersuchung der Spaltungsprodukte zu bedeuten. Die- 
selbe erfolgt in dem von mir benutzten Apparat schnell, quan- 
litativ, mithelos, und ist geeignet, uns eine Reihe von Spaltungs- 
produkten zu verschaffen, die ebenso charakteristisch sein konnen, 
wie das Tvrosin, Leucin, Arginin etc.*) 


Die Verarbeitung des Atherextraktes. 

Aus dem Atherextrakt wurde der Ather auf dem Wasser- 
bade verjagt, dabei erhitzte sich leider durch em Versehen die 
Iltissigkeit so stark, daB der Hauptteil der fliichtigen Fettsiuren 
verloren ging. Der Riickstand wurde der Destillation mit Wasser- 
dimpfen unterworfen, nachdem er vorher mit) Phosphorsiiure 
stark angesituert war. Das Destillat wurde in Natriumkarbonat- 

', Archiv fiir Gynikologie, Bd. 49, S. 278. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, S. 475. 


Siehe hierzu die Angaben Morners in dieser Zeitschrift Bd. XLUL, 


». 121 


ber Brenztraubensiiure. 
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lOsung aufgefangen, bis es nicht mehr sauer reagierte. Die Natron- 
<alze der fliichtigen Sauren wurden zur Trockne verdunstet, mit 
wenig Wasser aufgenommen, wieder mit Phosphorsiiure angesiiuert 
und yon neuem mit Ather erschépft. Nach der Verdunstung 
des Athers hinterblieb ein stark sauer reagierender Riickstand. 
der Silbernitrat zu Silber und Sublimat zu Calomel reduzierte. 
Dammit ist die Bildung von Ameisensiure nachgewiesen. Da die 
Identifizierung der tubrigen fliichtigen Fettsiuren schwieriger ist 
und die Hauptmenge verloren gegangen war, habe ich Abstand 
genommen, sie aufzusuchen. Der mit Wasserdiimpfen nicht 
fliichtige Teil wurde weiter in folgender Weise behandelt. Die 
Siiuren wurden ihm zuniichst durch Ather entzogen. Der nach 
Verdunstung des Athers hinterbleibende Riickstand wurde mit 
wenlg Wasser aufgenommen und die Losung mit barytwasser 
alkalisch gemacht. Das ausfallende schwerlOsliche Barytsalz 
war hauptsiichlich Baryumoxalat. Es wurde in Calciumoxalat 
iibergefihrt. Die Menge des gewonnenen Calciumoxalats betrug 


0.0847 ¢, daraus berechnet sich die freie Oxalsiiture zu 0.0555 g. 


Das Filtrat vom Barvumoxalat wurde durch CO, vom 
iiberschiissigen Baryt befreit, auf ein kleines Volumen gebrachit 


und mit neutralem Silbernitrat ausgefallt. Die sehwerlbsliche 





Silberverbindung bestand hauptsichlich aus livulinsaurem Silber, 
dem hartniickig eine reduzierende Substanz anhaftete. Dieselbe 
lieB sich aber schlieblich durch Tierkohle entfernen. Die Aus- 
heute an Eivulinsaurem Silber betrug 1,6454 g, Die Analyse 
des liivulinsauren Silbers ergab: 

O1458 g Substanz gaben 0.0701 g Silber. 
Fir C,H,AgO, 


Berechnet: (Giefunden: 
Ag == 48,43%o Ag = 48,08%o 


Verarbeitung der durch Ather erschopften 
Zersetzungsfliissigkeit. 


Die mit Ather extrahierte Zersetzungsfliissigkeit wurde, 
nachdem sie mit Baryt bis zur schwach sauren Reaktion ab- 
gestumpft war, nach bekannten Methoden verarbeitet. Es wurde 
zunachst eine Histidin-, Arginin- und Lysinfraktion dargestellt. 
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Bei der Aufteilung dieser Fraktionen bin ich aber von dem 
bisher tiblichen Modus abgewichen. 


Aufteilung der Histidinfraktion. 


Die gewonnene Histidinfraktion wurde zuniichst dureh 
Umfallung mit Silbernitrat und Ammoniak gereinigt. Die so 
cewonnene Silberverbindung wurde mit Salzsiiure zersetzt, die 
sulzsaure Flissigkeit zur Trockne verdunstet, mit wenig Wasser 
aufgenommen, mit Tierkohle entfiirbt und nach den Angaben 
Steudels!) mit alkoholischer Pikrolonsiiure geféllt. Die Faillung 
wurde aus Wasser umkristallisiert. Die Ausbeute betrug 0.2344 ¢. 

Die Substanz zersetzt sich ganz scharf bei 339° C. unter 
Feuererscheinung. Die Substanz ist wahrseheinlich nicht Histidin- 
pikrolonat, sondern jedenfalls mit dem Pikrolonat eines Korpers 
identisch, der kiirzlich von Kutscher und Otori?) aus Histidin- 
mutlerlaugen dargestellt worden ist und den gleichen Zersetzungs- 
punkt besitzt. 


Aufteilung der Argininfraktion. 


Die Silberverbindungen der Argininfraktion wurden in 





verdiinnter Schwefelséure gelost mit Schwefelwasserstoff zer- 
seizt, die Schwefelsaure durch kaltes barytwasser entfernt und 
schlieBlich nach Abscheidung des Baryts durch Kohlensiiure 
die kohlensauren Basen gewonnen. Aus ithnen wurde nach 
Steudel*) das Arginin mit Pikrolonsiure abgeschieden. Die 
Ausbeute an Argininpikrolonat betrug 0.4776 g. Das Pikrolonat 
schmolz bei 218° (nach Steudel bei 225°). Die Analysen 


ergaben folgende Werte: 


[. 0.0986 g Substanz gaben 21,7 ccom N; T. = 16.7°; B. 790 mm; 
2. 0.1300 » > 2999 » » » = 17°: == 749 >» 
Fir Cy gH N iol F ) 
Berechnet : Gefunden : 
N == 25.26% N = 24,63°/0; 25.08 °/o 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI, S. 217. 
*) Zentralblatt f. Phys., Bd. 18, Nr. 8 (190%). 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVII, S. 217. 
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Das Filtrat vom Argininpikrolonat wurde mit Schwefel- 
siiure ungesiiuert, ausgeithert und aus ihm durch Baryt ete. 
wieder die kohlensauren Basen dargestellt. Die Menge derselben 
war. wie der zur Trockne -gebrachte Rickstand zelgte, gering. 
Die wiisserige LoOsung gab nun auf Zugabe von gesiittigter, 
wiisseriger Pikrinsiurelosung, nicht aber von Natriumpikrat, 
einen kristallmischen Niederschlag eines schwerléslichen Pikrates, 
der nach Umkristallisation die charakteristischen Formen des 
Giuanidinpikrates zeigte. Der Zersetzungspunkt lag bei 314° C. 
eines Guanidinpikrat zersetzt sich unter typischen Erscheinungen, 
die auch das obige Pikrat zeigte und auf die ich mit Herrn 
Professor Kutscher demniichst gemeinsam eingehen werde, je 
nach der Schnelligkeit’ des Erhitzens ber 511—315° GC. Zu 
Analyse langte leider die gewonnene Menge des Pikrates nicht. 
Doch Jabt sein Verhalten und seine Kristailform keinen Zweifel, 
dali wirklich Guanidinpikrat vorlag. Der Nachweis des Guanidins 
ist mir in diesem Fall nur durch die ausgezeichnete Methode 
Steudels!) gegliickt, die gestattet, das Arginin, das das Guanidin- 
pikrat am Ausfallen hindert, zu entfernen. Wahrscheinlich 
waren im Filtrat vom Argininpikrolonat noch Substanzen vor 
handen. die ebenfalls die Abscheidung des Guanidinpikrates zu 
verhindern yvermogen, daher das eigentiimliche Verhalten de- 
Guanidins vegen Pikrinsiiure und Natriumpikrat. 


Die Lysinfraktion. 


Aus der Lysinfraktion wurde nach den Angaben Kossels” 
das Lysinpikrat dargestellt. Die Ausbeute betrug 2,9404 g. Det 


Explosionspunkt lag bei 250° C. Die Analysen ergaben fol- 
vende Werte: 


|. O14518 g Substanz gaben 24,9 ccm N; T. i7,7°: 5B. = 7o0 wm: 
2 OLSB6 » » 260 >» » » 17.09; » == 7d0 
Fiir C,H,NO,),OH - C,H,,N,O, 
Berechnet : Gefunden: 
N 18.6725 1. 18,8020; 2. 18.57% % 
lL. ©. 


Diese Zeitschrift, Bd. XXVI. S. S86. 




















,~ 


he Spaltung des Pseudomucins durch starke siedende Sauren. | boo 


Die Lysinfraktion schien auber dem Lysin eine andere 
Base nicht mehr zu enthalten. Das Filtrat von der Lysinfraktion 
wurde durch Baryt von Schwefelsiure und Phosphorwolfram- 
siiure befreit, der tberschiissige Baryt durch Kohlensiure ent- 
fernt. Zum diinnen Sirup eingeengt, schieden sich nunmehr 
das Tyrosin und auch das Leucin bis auf geringe Reste ab. 
Sie wurden abgesaugt, mit wenig kaltem Wasser gewaschen 
und nach dem Verfahren von Habermann und Ehrenteld! 
vetrennt. Die Ausbeute an Tyrosin ergab O,4618 g, die an 
Leucin 2,0282 g. Ich lasse die Analyse der beiden Substanzen 


folgen. 


|. 0.2086 g Substanz gaben 15 ecm N: T. 17,5°: BL == 7o6-m. 
Daraus berechnen sich 7,87°/o N; Tyrosin enthilt 7,73°%o N. 
IH. O3058 & Substanz gaben 29.4 cem N: T. 15.5°: B. 792 mm 


Daraus berechnen sich 10.95° 5 N;: Leuecin enthiilt LO68% 0 N. 

Das Filtrat vom Tvrosin und Leucin wurde sorgfiltig vom 
Baryt befreit, auf 500 com gebracht und in 20 com davon die 
Reduktionsfahigkeit gegen Fehlingsche Lésung bestimmt: die- 
selbe entsprach fiir die gesamte Fliissigkeit berechnet O.O18 ¢ 
Traubenzucker. Die reduzierte Substanz war demnach bet der ein- 
vreifenden Spaltung nicht vollig zerst6rt worden. Die Hauptmasse 
der Fliissigkeit wurde nach Kutschers?) Angaben auf Glutamin- 
siiture und Asparaginsiiure verarbeitet. Die Fraktion der Glutamin- 
siiure enthielt nur geringe Mengen einer schmierigen, stark ge- 
larbten Substanz. Die Fraktion der Asparaginséure loste bei dem 
Versuch, das asparaginsaure Kupfer darzustellen, das Wupter 
mit griiner, nicht mit blauer Farbe, und es gelang nicht, die 
charakteristische Kupferverbindung der Asparaginsiiure daraus 
zu erhalten. Nach der Entkupferung verblieb ein stark sauer 
reagierender Sirup, der aber nicht kristallisierte. Dieses negative 
Resultat deckt sich mit den Angaben von Panzer,*) der aus 
dem Paramucin ebenfalls keine Glutaminsiiture und Asparagin- 
sdure darzustellen vermochte. 

Das Filtrat von den Silberverbindungen, die die Glutamin- 

', Diese Zeitschrift, Bd. XXXVII, S. 18. 
2) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI, S. 111. 
"tL & 
























siiure und Asparaginsiiure enthalten sollten, wurde mit Silber- 
nitrat und Barytwasser gefallt, um die Reste des Leucins und 
der anderen Aminosiiuren, die nach der Methode Kutschers 
schwerlésliche Silberverbindungen liefern, abzuscheiden. Aus 
diesen Silberverbindungen wurde aber nach ihrer Zersetzung mit 
Schwefelwasserstoff nur wenig an einem nicht kristallisierenden 


sirup gewonn 
vollstandig an 
bracht sein. 


Zum Schlusse lasse ich tabellarisch die einzelnen von mir 
isolierten Substanzen folgen: 


460 J. Otori, Die Spaltung des Pseudomucins etc, 1. 














en. Das Leucin mufte demnach von mir nahezu 
anderer Stelle (siehe 8. 459) zur Abscheidung ge- 














100 Teile Pseudomucin gaben in Gramm 
Ammoniak ! oe er a a ae ea 0.7517 
Guanidin . ee wiher Soe tees 0.0395 
Arginin 0.2875 
Lysin - 2 6389 
Tyrosin : 1.089 
Leucin. be go ae a ek a de 
Oxalsiiure cts bbe eee 
Liivulinsiiure ia | 1.971 
Reduzierende Substanz als Traubenzucker berechnet . | ().7333 
Unidsliche Huminsubstanz .....s.s.2+s@., | 6.056 


| 
| 


Zum Schlusse bin ich verpflichtet, dem Herrn Professor 


Kutscher fiir die Anregung zu dieser Arbeit meinen verbind- 


lichsten Dank 


auszusprechen. 


Das Ammoniak war in 100 cem der auf 1000 cem gebrachten 


ursprunglichen 


karbonat 





bestimmt 


Zersetzungsiliissigkeit durch Destillation mit Baryum- 


worden. 














Uber die AusscheidungsgréBe per os, subkutan und intravends 
eingefiihrter Harnsaure beim Kaninchen. 
Von 


Ernst Bendix und Alfred Schittenhelm. 


(Aus dem Laboratorium der Gottinger medizinischen Klinik.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21, Juli 1904) 


Gelegentlich anderer Untersuchungen war es fiir uns von 
Wert, festzustellen, wie sich die Ausscheidung der per 0s, 
subkutan und intravenods eingeftihrten Harnsiiture beim Kaninchen 
gestaltet. 

Unsere Versuchsanordnung war folgende: 

Moglichst gleichartig erniihrten Kaninchen wurde in Pipe- 
razin geloste Harnsiure der Reihe nach intravends, subkutan 
und per os beigebracht. Wir haben Versuchsreihen von ein- 
und zweitiigigen Perioden gewahlt, mit entsprechend langen 
Intervallen. Auf die Wiedergabe vom Gesamt-N-Werte ver- 
zichten wir, da nach unseren Erfahrungen derselbe zu groben 
Schwankungen unterliegt, um fur die Beurteilung der resorbierten 
Harnsiiuremenge von wesentlicher Bedeutung zu sein. Die 
Abgrenzung des Urins geschah durch manuelles Ausdriicken, 
was bei einiger Ubung durchaus geniigt. Die Methoden waren 
die gebriituchlichen. Es bedarf jedoch besonderer Bemerkung, 
dafi der sedimentreiche Kaninchenharn zuniichst mit Natron- 
lauge gekoeht und heii filtriert wurde. Auberdem hat uns zur 
Klirung des Filtrats vom Schwefelsilber eine Beigabe von 
kKleinen Mengen ges. AluminiumacetatlOsung (Wiener) gute 
Dienste geleistet. 


Versuch I. 


Kriftiges weibliches Kaninchen, 2190 ¢@ Gewicht. 

















Ernst 


Tabelle I. 


Bendix und Alfred Schittenhelim, 









Datum Kingefiihrte U 


Urinmenge 


aufgefiillt 


Ausge- 


schiedene U 


Bemerkungen 





‘.+¢¢U in Piperazin gelost 
intravenos 

0,4g U in Piperazin gelo 
intravenos 


04g U in Piperazin gelost 
subkutan 

U in Piperazin gelo 
subkutan 


ld. V. %4¢ 


0.4¢U inPiperazin gelo-t 
mit der Schlundsonde 


20. V. 


per Os 
21. V. 0.4gU inPiperazin gelost 
per os 


Kriiftiges, gesundes Kaninchen, weiblich, 


| 
| 
| 
| 


DOO cem 


a0O ecm 


HOO cem 


POO ecm 


5SVO ce 


Nn 


300 ecm 


4) € 


~ 


‘in 


250 eem 


O116 g 


0.015 ¢g 


O.115 ¢ 


0.002 


0.005 ¢ 


Versuch II. 


Tabelle Il. 


Grinfutter 
Murexidprobe und 


Silberfallung negatiy 


Mikroskopisch: 
U-Spharolithe 





Murexidprobe und 


Silberfallung negativ 


Murexidprobe und 
Silberfallung negatiy 


2990 ¢ schwer. 





Datum Eingefiihrte U 


Urinmenge 


Ausge- 
schiedene 


—_—_ 


Bemerkungen 





0.5¢gU in Piperazin gelost 
| (20 cem) Intravenos 


8. VI. 
9. VI 


10. VI. 05g U in Piperazin gelost 
(20 cem) subkutan 


11. VI.! 


0.5 gU in Piperazin gelost 
(20 cem) 
mitSchlundsonde per os 


. VI. | — 


3. VI. 


| 
| 
| 
| 
| 
| 


| 
(aufgefiillt) | 
300 cem 
= 
325 cem = | 


390 cem 





0.044 g 


Ves 


+ 


0.022 g 


Keine U 
nachweisbar 





Griinfutter 
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Uber die Ausscheidungsgréfe der Harnsiiure beim Kaninchen. th.) 


Versuch III. 


Ein gesundes Kaninchen erhilt am 28. VI. O59 ¢ Harn- 
<iture in 15 cem Wasser mit Piperazinzusatz bis zur Losung 
intravenos (Ohrvene). 

Die Urinmenge der niichsten 48 Stunden betrug ca. 350 cem. 
Harnsiiure = 0,056 g. 


2) 


Versuch IY. 





Kin normales Kaninehen erhalt am 4 VII. 0,5 @ Harn- 
-iiure ebenso gelést subkutan. Die Urinmenge der niichstery 
iS Stunden betriigt ca. 270 com. Harnsiiuremenge = 0,0874 ¢. 

Aus vorstehenden Versuchen ergibt sich, dal im allge- 
meinen die erdhte Menge Harnsiiure im Urin  wiedererscheint 
bel ntravenoser Verabfolgung: von der per os eingegebenen 
llarnsiure werden nur Spuren als solche ausgeschieden: etwa 
in der Mitte steht die Harnsiiurezufuhr bet subkutaner Ver- 
abreichunge. Aber auch die hochste Harnsiiureausscheidung ist 
doch im Vergleich zur eingefiihrten Menge nur eine sehr ge 


rr) 


ringe, was um so bemerkenswerter ist, wenn man sich die 
mikroskopischen bilder!) der Nieren bei derartigen Versuchen 
vergegenwiartigt. 

Unsere Befunde beanspruchen insofern ein weitergehendes 
interesse, als sie geeignet scheinen, manche widersprechende 
Versuche der Purinharnsiiureliteratur zu erkliiren. Wenn 
viinstigstenfalls 18°/o der einverleibten Harnsiiure als solehe im 
llarn wiedererscheint, so ist es verstiéndlich, dab bei Dar- 
reichung per os selbst verhiiltnismabig grobe Mengen von Purin- 
KOrpern auf die Harnsiiureausscheidung keinen nennenswerten 
KinfluB hervorzubringen brauchen. Jedenfalls sind Versuche 
mit Dezigrammen von Purinkérpern, wie sie sich in der Lite- 
ratur finden, vollig unbeweisend, sogar vollkommene Resorption 
Vorausgesetzt. 





') Ebstein u. Nikolaier bezw. Ebstein u. Bendix, Virchows 


\rchiv, Bd. 134 resp. 178. 





Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLII. Of 





Uber das Verhalten der Eiweifstoffe bei der alkoholischen 
Garung. 
Von 
Leonid [wanoff. 


Mit einer Abbildung. 


(Der Redaktion zugegangen am 27. Juli 1904.) 


Seitdem die Hefezelle als die Ursache der Alkoholgirung 
erkannt worden ist, treffen wir viele Versuche an, welche be- 
gwecken, diesen Prozel mit dem_ stickstoffhaltigen Inhalt der 
Zelle in genetischen Zusammenhang zu bringen. Schon im 
Jahre 1803 fand Thénard?) in den Hefen «eine animalische 
Substanz» welche stickstoffhaltig war und beim Destillieren 
viel Ammoniak ergab. Die Zerspaltung des Zuckers war immer 
von einem allmiihlichen Verlust an dieser Substanz, die sich 
dabei in lOsliche Produkte umwandelte, begleitet. Dasselbe be- 
stiitigte Mitscherlich?) welcher fand, dai der Stickstoffgehalt 
der Hefe wihrend der Girung in reinem Zucker von 10° 
bis 5°/o sank, 

Im Jahre 1850 betraechtete Garreau?) die Kohlensiiure- 
abegabe durch die Pflanzen direkt) als eine Funktion ihres 
Stickstoffgehaltes und die Hefe, die gleichzeitig das stickstot!- 
reichste und am stiirksten Kohlenséure ausscheidende Objekt 
ist, als besten Beweis dafiir. Diesen Gedanken wiederholte vie! 
spiiter Hayvduck,4) indem er einen Parallelismus zwischen 
N-Gehalt und der Girungsintensitiit bei verschiedenen Hefen 
nachzuweisen suchte. 

' Schiitzenberger, Die Gairungserscheinungen, 1876, 5.31, 117 

*) Ad. Mayer, Die Giirungschemie, 1902, 5. 139. 

Garreau, Ann. d. Sciences naturelles, 1850, Ie série, T. 15, p. 0 

‘' Hayduek, Zeitschrift fiir Spiritusindustrie, 1881, Nr. 6, 5. So, 
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Noch weiter ging Liebig,!) der eine spontane Zersetzung 


oder Dissoziation der eiweifartigen Substanzen der Zelle be- 
hauptete, wodurch eine molekulare bewegung entsteht, die auf 
den Zucker tibergeht und denselben spaltet. 

Die Bestatigung seiner Hypothese sah er darin, dal die 
Hefe Kohlensiiture und Alkohol auch ohne Zucker auf Kosten 
der eigenen Substanz bildet. Diese letztere wird dadureh zer- 
stirt und da sie wegen des Zuckermangels nicht wieder aul- 
gebaut werden kann, so werden ihre Spaltungsprodukte als 
losliches EiweiB und Leucin in die Fliissigkeit ausgeschieden. 

Den Eiweibumsatz bet der Girung nahm auch Pasteur? 
an, nur so zu sagen in einer anderen Richtung als Liebig. 

lm EKinklang mit seinen allgemeinen Anschauungen sah 
er in der Zuckerumwandlung nur einen Assimilationsprozel, 
wodurch Cellulose, Fett und Eiweifi in der Hefe gebildet wird. 
Die Eiweibstoffe sollen nach thm nicht durch ihre Zersetzung, 
sondern durch ihren Aufbau an der Giirung teilnehmen. Die 
Girung ohne Stickstoffmahrung in reinem Zucker, die nach 
Liebig gegen diese Anschauung sprach, erklirte Pasteur auf 
folgende Weise: Die in Zuckerwasser gebrachte bierhefe lebt 
auf Kosten des Zuckers und ihrer eigenen. stickstoffhaltigen 
Substanz, die entweder loslich ist oder es werden kann durch 
die sich withrend der Giarung abspielenden Veriinderungen. 
Daher besitzen die Hefen, denen die Stickstoffnahrung in Uber- 
fluf geboten wird, eine grObere Aktivitat und zersetzen mehr 
Zucker als dieselben Gewichtsmengen der Hefe, welche in einem 
an mineralischer und stickstoffhaltiger Nahrung armen Medium 
kultiviert werden. 

Der von Thénard und Mitscherlich konstatierte Ver- 
lust des Stickstoffs bei der Giirung in reinem Zucker zeigte 
sich nach Pasteur nicht nur relativ, sondern absolut und 
konnte dadureh erkliirt werden, dai die Hefe  verschiedene 
stickstotfhaltige Materien enthilt, deren eine durch die Hefe 
assimiliert wird, withrend die andere durch die inneren Ver- 
iinderungen der Zelle gelést wird und in die Fliissigkeit tibergelt. 

') Liebig, Ann. d. Chemie und Pharm., 1870, Bd. CLUL, S. 1. 

- Pasteur, Annales de Chimie et de Physiol, T. LVIE, p. 325 


31* 
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th Leonid Iwanoff, 


Ad. Maver!) erkliirte spiiter den von Pasteur konsta- 
tierten absoluten Stickstoffverlust dadurch, dab «der Hefepilz 
wihrend seiner giirungserregenden Tiitigkeit notwendig ein 
stickstoffhaltiges Exkrement ,ausscheidet, das ihm = nicht, oder 
doch nur in sehr unvollkommenem Mabe wieder als Nahrung 
dienen kann». 

Die Anschauungen Nigelis?) schlieben sich teilweise der 
Theorie Liebigs an. Er fand, daBb die Hefezellen bei der Girung 
Kiweifi ausscheiden, und sah die Ursache hiervon in einer ver- 
mehrten Bewegung der kleinsten Teilchen, welche wiithrend der 
(iirtitigkeit die Verbinde der Eiweibmicelle l6sen und dadurch 
ihre Diosmose bef6rdern. Wenn also Liebig in der Etweib- 
dissoziation die Ursache der Girung sah, so erklirt Niigeli 
diese Dissoziation als eine notwendige Folge der Giirung. 

In der Mitte der 7Oer Jahre nehmen die Giirungstheorien 
im Zusammenhang mit den Erfolgen in den Untersuchungen 
liber den Eiweibumsatz eine bestimmtere Form an. Auherdem 
vibt die Entdeckung jihnlicher Prozesse, wie jener der intra- 
molekularen Atmung, diesen cine allgemeinere Bedeutung. Von 
da ab wird die alkoholische Girung als eine allgemeine kigen- 
schaft der Organismen betrachtet und eimige bringen sie sogar 
in genetischen Zusammenhang mit der Sauerstoffatmung. *) Des- 
wegen werden auch die Anschauungen tiber den Mechanismus 
der letzteren, wie wir schon sehen werden, mit den Hypothesen 
tiber die alkoholische Giéirung verknipft. 

Diese neuere Anschauungen iiber das Verhalten der Eiweib- 
stoffe bei der Giirung hat Detmer*) am klarsten formuliert. «Nach 
meiner Auffassung», sagt er, «kommen die gesamten Giirungs- 
erscheinungen, welche sowohl von hohern Pflanzen als auch 
von dem eigentlichen Hefepilze hervorgerufen werden, dadurch 
zustande, dal die stickstofffreien Dissoziationsprodukte der 

') Ad. Mayer. Die Giirungschemie, 1902, 8. 140. 

‘) Niigeli, Theorie der Giirung, 1879, S. 95—109. 

Pfeffer, Landwirtschaftl Jahrbiicher, 1878, Bd. VII, S. 817 ff. 
Wortmann, Untersuch. an dem botan. Institut zu Wiirzburg, 
ISSO. Ba. Tl, S. 500. 


‘; Detmer, Lehrbuch der Pflanzenphysiologie, 1883, 5. 175. 
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physiologischen Elemente (lebendiger Eiweifmolekile) bei Sauer- 
stoffabschluB infolge der Bewegung ihrer Atome in Alkohol, 
Kohlensiiure und andere Stoffe zerfallen. Der Fortgang der 
Garung wird dadurch ermoglicht, da die stickstolfhaltigen 
Zersetzungsprodukte der lebendigen Eiweiimolekiile sich wieder 
mit vorhandenen stickstofffreien Stoffen (Glukose) zur Bildung 
neuer physiologischer Elemente verbinden, die abermals zer- 
fallen kOnnen. 

Hierfiir meinte Detmer!) einen Beweis zu liefern, da er 
eine energische Eiweifzersetzung bei Lupinus-Keimlingen, die 
sich in Wasserstoffatmosphiire befanden, konstatieren konnte. 

Nach meiner Meinung kann diese Tatsache mehr gegen, 
als fiir seine Hypothese sprechen. In der Tat war die Intensitit 
der Eiweibzersetzung fast gleich derjenigen bei Sauerstofizutritt, 
jedoch die Kohlensiitureproduktion sank fast um das Doppelte?) 


(« — 0,59). Dies beweist, dab die Eiweifizersetzung bei der 


Keimung mit der Kohlensiiureproduktion wenigstens zum Teil 
nichts zu tun hat und vielleicht nach Pfeffers Meinung haupt- 
sichlich zu Transportzwecken dient. 

bensowenlg sprachen fiir die Eiweiftheorie die Unter- 
suchungen von Diakonow 3) und Palladin.4) Sie zeigten, dab 
die intramolekulare Atmung der Schimmelpilze und hodheren 
Pflanzen sich nur bei Anwesenheit der Kohlenhydrate vollzieht 
und beim Fehlen dieser letzteren sofort aufhort. © Erst dann 
zerspalten sich nach Palladin®) die Eiweifstoffe, wenn die 
Pflanzen ihrer stickstofffreien Substanzen beraubt werden. 
Diese Tatsachen sprechen, wie wir sehen, so viel fiir, wie 
gegen die Eiweiftheorie der Giirung. 

Mit der Buchnerschen Entdeckung der Zymase tritt die 
Frage in eine neue Phase ein. Man beginnt, auf die Mechanik 
der Garung wie auf eine enzymatische Reaktion zu sehen, wo 


Detmer, Bericht der deutschen botan. Gesellsch., 1892, S. 4 

*) Detmer,. Bericht der deutschen botan. Gesellsch., 1892, S. 20 
Diakonow, Bericht der botan. Gesellsch., Bd. V, 1887, 8. 1 
Palladin, Revue générale de Botan., T. 6, 1894, p. 201. 


Palladin. Bericht der botan,. Gesellseh., Ba. b, \Ratatae S. BOD 








, ‘ ) P 
tOS Leonid Iwanoff. 


die EKiweifstoffe nur als Enzyme eine Rolle spielen. Aber man 
muh gestehen, dafB in dieser Richtung noch recht wenig getan 
wird. Buchner?!) selbst sagt namlich: «Beziiglich des Mecha- 
nismus des Giarungsvorganges’ ist allerdings der in der Zymase- 
entdeckung begriindete Fortschritt zuniichst kein groBer. Denn 
liber die Art, wie das Enzym entsteht, tiber die Mittel, durch 
die es etwa den Zucker spaltet, mit Hilfe welcher Zwischen- 
reaktionen usw., fehlt uns fast jede Vorstellung.» Folglich bleibt 
es noch fraglich, ob die Eiweibspaltung tiberhaupt stattfindet 
und. wenn das der Fall ist, ob sie als eine Zwischenreaktion 
der Zuckerspaltung selbst zu betrachten ist, oder ob sie an 
der Produktion der zuckerspaltenden Enzyme teilnimmt. Buch- 
ner gibt nur einen Versuch, welcher gegen die Beteiligung 
der Eiweibzersetzung in der Giirung selbst) spricht und die 
Wirkungsweise der Zymase mit derjenigen der anderen Enzyme 
vergleichbar machen soll. Die Wirkungsweise der Enzyme wird 
bekanntlich dadurch charakterisiert, daB sich diese Stoffe an 
der Reaktion scheinbar nicht beteiligen und durch verschwindend 
kleine Mengen quantitativ unverhaltnismibig grobe Umsetzungen 
zustande bringen. Der Versuch aber, der dies fiir die Zvymase 
beweisen soll, seheint jedoch sehr bedenklich zu sein.) Je 
dO com frischer Prebsaft wurden in 200 cem Sprit von 96°%/o 
Versuch A) bezw. 600 cem Sprit (B) eingetragen, es resultierten 
je 6.7 ¢ getrockneter Fiillung. Beide Niederschliige wurden in 
Hy cem Wasser gelOst und nach Zusatz von Thymol und & ¢ 
Rohrzucker zu 20 cem. dieser L6sung die Giirkraft bestimmt. 
Diese war doppelt so groh ber B (Fallung durch viel Sprit) 
als bei A (Féllung durch wenig Sprit). Der erstere Niederschlag 
enthielt also nach Buchners Meinung ungefiithr zweimal soviel 
7vmase als der letztere: trotzdem zeigten beide Niederschliige 
dasselbe Gewicht. Nun ist es aber jiuBerst fraglich, ob die 
Fillung Bo mehr Zymase als A enthalt. Denn es gelang dem 
Autor selbst bei Zusatz von Ather nicht, aus dem Filtrat jener 
illung A (durch wenig Sprit) noch weiter girwirksame Sub- 
stanz niederzuschlagen. Daher bleibt die Erklirung durch un- 
'y Buchner, Die Zymasegiérung, 1903, S. 23. 


7) Buchner, Die Zymasegirung, 5S. 236. 
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vollstandige Fillung ganz unbewiesen und es ist viel wahr- 
scheinlicher, dab die Zymase wie die Hefezelle gegen verdiinn- 
teren Alkohol viel empfindlicher ist als gegen konzentrierteren, 
daB8 also nicht ein Verlust der Quantitiit der Probe B, sondern 
in ihrer Qualitat anzunehmen ist. Denn bei der Fiillung A 
betrug der Alkoholgehalt der Mischung (Prebsaft 4+- Alkohol) 
ungefahr 75°/o und bei B 90°/o: gerade die erste Konzentration 
totet die lebende Zelle sehr schnell, wiithrend die Hefezellen 
in der zweiten 2 Tage lebendig bleitben.!) Daher blieb es ganz 
unentschieden, was in dem Gemenge von Eiweibstoffen, welches 
die Priiparate Zvmase und Zymin darstellen, bei der Giarung 
seschah.?) 

SehheBblich erschienen neulich die Untersuchungen von 
Herlitzka,*) nach welchen die Zymase mit dem Nucleohiston 
identisch ist. Wenn wir aber seine Beobachtungen tiber die 
Spaltung des Zuckers durch die Priiparate des Nucleohistons als 
vollstiindig bewiesen annehmen, so bleibt dann sogar folgender 
Kinwand dagegen bestehen, welchen Cohnheim ausgesprochen 
hat. «Wir k6nnen nie wissen», sagt er, «ob die betreffenden, 
von uns isolierten Eiweibkorper die Triiger der Funktion sind, 
die wir an ihnen beobachten, oder beigemengte Fermente und 
Ahnliches.t) Daher blieb es auch nach den Untersuchungen 
Herlitzkas unentschieden, was fiir eine Rolle das Nucleohiston 
ber der Girung spielt. 

‘) Kurzwelly, Jahrbuch fiir wissenschaftl Botan., Bd. XXXVI. 
Nach den Untersuchungen von Kurzwelly scheint es, dafi die Hefe- 
zellen sogar widerstandsfihiger gegen Alkohol sind als die Zymase. Sie 
ertragen eine 2—3tiigige Wirkung des absoluten oder 90° oigen Alkohols, 
Athers, Benzols. Schwefelwasserstoffs in luft- oder exsikkatortrockenem 
Zustande. Dies spricht natiirlich nicht gegen die Zymasetheorie, sondern 
sagt blof, dafs die lebende Hefezelle widerstandsfihiger gegen nachteilige 
Kinfliisse ist als einige aus thr isolierte Stoffe. 

*) Wenn die alkoholische Girung nach Herzog der Gleichung 
der Invertinwirkung gehorcht, so ist es nicht zu sagen, was fur Prozesse 
durch eine solche Gleichung ausgedriickt werden. Diese Zettschritt, 
Bd. XXXVII, S. 149; Bd. XLI, S. 416. 

') Herlitzka, Archives italiennes de biologie, T. XXXLX, 1903, p. 416. 

Archivio di fisiologia, Vol. 1, 1904, p. 220. 


Cohnheim, Chemie der Eiweifkérper, 1900, S. 202. 





Leonid Iwanoff. 


Das eben Dargelegte zeigt, dab alle Autoren, welche tbe 
Giirung arbeiteten, annahmen, dali die Eiweifstoffe irgend 
welche, vermutlich sehr wichtige Rolle in dem Gérungsprozesse 
spielen. , 

Trotzdem fehlte merkwirdigerweise die Untersuchung des 
quantitativen Verhaltens der Eiweifstoffe bei diesem Prozesse 
vollstiindig. Was mit diesen wichtigen Stoffen bei der Zucker- 
zersetzung geschiebt, ob sie intakt bleiben oder zerspalten, 
resp. neu gebildet werden, blieb ganz unentschieden: und = so 
bestand zuniichst meine Aufgabe darin, diese Liieke durch 
folvende Versuche auszufiillen. 

Lm die Girung moglichst von anderen Prozessen  ab- 
vetrennt beobachten zu kOnnen, wurden alle diese Versuche in 
reinem Zucker ohne andere Nihrstoffe ausgefthrt. 


Versuch |. 


125 ¢ kiiufliche Prebhefe wurden in 700 ccm Leitungs- 
wasser durch Schiitteln moéglichst gleichmifig verteilt. Dann 
wurden # Proben von je 25 cem dieser Mischung mit 1,5 ¢ 
Trockengewicht zur Bestimmung des EiweiBstickstoffes genommen. 
Die cine Hilfte der Proben wurde sofort, die andere erst nach 
Vergiirung von 3,5 ¢ Glukose withrend 22 Stunden analysiert. 

Ber der EiweiBstickstoffbestimmung wurde der Probe- 
Inhalt!) bis zu 100 cem mit Wasser verdiinnt und dann auf dem 
Wasserbade mit Kupferoxyd nach Stutzer gefallt. 

lm Niederschlage wurde der Stickstoff nach Kjeldah! 
bestimmt. Beim Verbrennen mit konzentrierter Schwefelséure 
benutzte ich Quecksilber zur Beschleunigung der Reaktion. 

Bein Abdestillieren des Ammoniaks verwandte ich Zink- 
pulver zur Erleichterung des Kochens der Natronlauge und 
destillierte dann ohne Wasserkiihler, was nach einigen Kontroll- 
versuchen keine) merkliche Anderung in der Bestimmung mii 


Die Prifune der Flissigkeit nach dem Abfiltrieren von der Hefe 
cab in keinem Falle eine Reaktion auf Fiweifstoffe; es gehdrte daher 
der ganze Eiweifstickstof! nur den Hefen an und das Abfiltrieren det 


(iirungstliissigkeit von der Hefe war in diesem Falle ganz unnotig 
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sich bringt. Beim Filtrieren mit Natronlauge (!10 N) benutzte 
ich Metylorange als Indikator. 
Die Resultate zeigt folgende Tabelle: 





1.5 g Trockenhefe enthalt in mg 





Vor der Girung Nach der Girung 
Gesamt-N 83.3 
” ite ate a) SOD SOLS 
Kiweifh-N 80.35 \ 81.12 
b) 80.2 f 81.7 | 


Dieser Versuch zeigt, dab die Eiweibstoffe fast keine quanti- 
tative Anderung bei der Giirung erlitten, obwohl eine kleine 
Menge des Nichtproteinstickstoffs als Material zur Kiweibregene- 
ration zur Verfiigung stand. 

Im niiehsten Versuche lie} ich die Hefe eine viel grobere 
Giirungsarbeit leisten, indem ich auf dasselbe Gewicht der Hefe 
eine viel grobere Menge Zucker gab. 


Versuch IL. 


20 ¢ reiner Brennereihefe!) wurden mit 400 eem Leitungs- 
wasser geschiittelt und 8 Proben von je 25 com mit 0.5449 ¢ 
Trockengewicht genommen. 

Die eine Hialfte davon wurde sofort wie im vorherge- 
gangenen Versuche analysiert, die andere erst nach Vergérung 
von 15 @ Rohrzucker bei 25° wiibrend 4 Tagen. Die Menge 
der inzwischen ausgeschiedenen Kohlensiiure, welche durch die 
Wiigunge bestimmt wurde, betrug 3 g, wonach die Menge des 


vergorenen Zuckers mit beinahe 6 g berechnet wird. Die 


, >) 


Analvse ergab folgende Resultate: 





0.3445 ¢ Trockenhefe enthalt in meg 





Vor der Girung Nach der Giirung 
Gesamt-N 27 4 
a) 25.20 25,38 
32 . x a) GIS 209) 
Eiweih-N 25,20 25,22 
b) 25.20 | 25,06 J 


‘) Diese Hefe habe ich vom Berliner Institut fiir Gairungsgewerb: 


erhalten. wofiir ich Herrn Prof. Dr. Lindner meinen Dank aussprechi 
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Leonid Iwanoff, 


In diesem Versuche, wie im vorhergegangenen, bleibt die 
Kiweibmenge ganz unverindert, obwohl die Hefe eine viel 
grobere Gewichtsmenge des Zuckers vergiiren mubte. 

Merkwiirdigerweise beobachteten wir auch keine Synthese 
der Eiweifbstoffe auf Kosten der nichtproteinartigen Stickstoff- 
verbindungen, deren Menge beinahe 8°/o des Gesamtstickstoffs 
betrug. Die Anwesenheit dieser zur Eiweifsynthese unfiihigen 
Stoffe zeigte sich in dem niichsten Versuche noch deutlicher. 


Versuch IIL. 


Dieser Versuch wurde mit emer reinen Kultur brennerel- 
hefe N 128 von Kral unter sterilen Bedingungen auf folgende 
Weise ausgeftihrt : 
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In den Kolben A von 51 Inhalt wurden 4 | der verdiinn- 
ten (8.5°%/o Balling) Bierwiirze eingegossen und dann die Off- 
nung mittels eines Wattepfropfens dicht verschlossen. Durch 
den Pfropfen wird ein Glasrohr eingefiihrt, welches gekriimmt 
ist, wie die Zeichnung zeigt. Die Kriimmung am unteren Ende 
dient dazu, um das Mitreiben des Niederschlages durch die 
ausflieBende Fliissigkeit moglichst zu vermeiden. Auf das andere 
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liber das Verhalten der Eiweifistoffe bei der alkoholischen Girung. 


Ende des Rohres wurde ein langer, mit dem Quetschhahn a 
versehener Gummischlauch aufgesetzt, welcher mit dem kurzen 
Rohrchen b, dem Gummiansatz ce und dem Glasst6psel d endigt. 

Vor dem Sterilisieren wurde die ROhre mit Wirze mittels 
Aufsaugers gefiillt, und auf solche Weise konnte sie nachher 
als Heber dienen. 

Der Kolben wurde 3 mal im Dampfsterilisator je 3 Stunden 
erwiarmt und die Wiirze nach dem Abkithlen in einen andern 
Kolben B tibergeftihrt. Dieser hatte auch 51 Inhalt und besabh 
ebenfalls einen Wattepfropfen, durch welchen 2) Glasrdhren 
singen, eine kurze mit Gummischlauchansatz f und Glasstopsel e 
und eine lingere, welche ganz wie die fiir den Kolben A be- 
schriebene gekriimmt ist und mit dem Watterohr h geschlossen 
wurde. Dieser zweite Kolben wurde auch 3 mal im Dampf- 
sterilisator sterilisiert und dann mit steriler Wiirze aus dem 
Kolben A gefiillt. Dabei wurde der Gummiansatz f des Kolbens 
b mit dem Rohrechen b des langen, durch einen Quetsehhahn 
veschlossenen Gummischlauches des Kolbens A unter den. fiir 
sterile Arbeit iiblichen VorsichtsmaBbregeln verbunden. Hierauf 
wurde der Kolben A bedeutend hoher als B gestellt, der Quetsch- 
hahn A geoffnet und die Wiirze vorsichtig unter Regulation durch 
den Quetschhahn, ohne den sich stets bet Sterilisation bildenden 
Niederschlag im Kolben A zu beriihren, in den Kolben B iibergeleitet. 
Dann wurde Rohr f von dem Rohr b getrennt und mit dem 
GlasstOpsel e abgeschlossen. Der Kolben A diente weiter zur 
Sterilisation des Wassers, wihrend der Kolben B einige Zeit 
unter Ofterem Schiitteln in kiihlem Raume aufbewahrt wurde. 
Inzwischen wurde ein mit derselben Wiirze gefiillter Past eurscher 
Kolben von 3/41 Inhalt mit einer reinen Kultur der Brennerei- 
hefe N 128 von Kral geimpft und, als die Gérung in vollem 
(range war, mit dem Rohre f des Kolbens B verbunden und 
sein Inhalt unter Schiitteln iibergeleitet. Die Girung ging be! 


Zimmertemperatur unter Durchleiten eines Luftstroms durch 
das Watterohr h und das lange Rohr vor sich. Nach 3 Tagen 
war die Hauptgiirung beendigt und der Kolben wurde im Keller 
bel 10° C. aufbewahrt, wo sich die Hefe nach 24 Stunden voll- 
-tiindig zu Boden gesetzt hatte. 
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Dann wurde die vergorene Fliissigkeit durch das lange 
Rohr moéglichst vollstiindig abgelassen und durch das Rohr { 
steriles Wasser aus dem Kolben A, grade so wie friiher sterile 
Wiirze, hineingeleitet, mit den abgesetzten Hefen geschiittelt 
und wieder zum Absetzen hingestellt. Nach einigen Stunden 
wurde das Waschwasser wieder abgelassen und darauf noch 
3 Liter zugegossen. Nach dem letzten Absetzen wurde so viel 
abyelassen, das in dem Kolben nur 1 1 Fliissigkeit mit Hefen 
zuruckblieb. 

Lm diese Hefemischung in gleichmafigen Proben zu er- 
halten, wurde folgende Einrichtung benutzt: Eine Pipette, in 
welcher ein bestimmtes Volumen (25 ccm) mittels 2 Marken 
sekennzeichnet war, wurde mittels Gummischlauches oben mit 
dem Watte-U-Rohr k, unten mit einem Schenkelrohr m, welches 
in das zugespitzte Réhrchen n endigte, in Verbindung gesetzt. 
Alle obengenannten Glasteile wurden zunichst mit durch Watte 
zugestopften Offnungen im Trockenschrank bei 150° sterilisiert 
und dann durch sterilisterte Gummirdhrchen unter einander, 
und schlieblich mittels Sehenkel m mit dem langen Gummi- 
schlauch des Kolbens B in Verbindung gesetzt. 

Dann wurde der Kolben B so hoch gestellt, daB sich sein 
Bodenniveau etwas hoher als die obere Marke der Pipette 
befand, das lange Gummirohr, mit einem Quetschhahn g ver- 
sehen und dieser letztere nach dem Schiitteln des Kolbens 
geOtinet. Nach Fiillung der Pipette bis zur oberen Marke wurde 
der Quetschhahn g geschlossen und darauf der Quetschhahn } 
gedfinet und die Fliissigkeit nach Entfernung des Wattest6psels 
aus der Offnung bis zur unteren Marke in den sterilen Erlen- 
mever-holben abgelassen. 

Die ersten Portionen wurden natiirlich nicht benutzt, 
alle iibrigen enthiellen durehschnittlich 0.5088 g Trockenhete 
in 25 cem Fliissigkeit und waren vollstindig steril.!) 

Der eine Teil dieser Proben wurde sofort analysiert, zu 

Diese Proben benutzte ich auch zu Hungerversuchen, welche ic! 


in meiner Arbeit iiber die Umwandlungen der Phosphate in der Pflanz 
beschreibe. Nach wochenlangem Verweilen im Thermostaten waren di: 





Kulturen vollstiindig rein. 
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den anderen wurde zuniichst 5 ¢ (5 cem der sterilen 100° oigen 
Losung) Glukose hinzugefiigt. Nach 4S8stiindiger Girung bei 25° 
wurden nochmals 5 ¢ Glukose hinzugefiigt und die Proben nach 


weiteren 24 Stunden analysiert. 
Die folgende Tabelle zeigt die erhaltenen Resultate: 





0.5088 ¢ Trockenhefe enthielt in mg 





Vor der Giirung Nach der Giirung 
Gesamt-N | 37 40 
*) a ) 
eet , a) 30,5 51.9 
Kiweifh-N ; \ 31.01 | 31.0] 
b) 31,5 | SOA | 


Durch diesen Versuch ist also bewiesen, dal} der Mangel 
an Sterilitét keinen Einfluj auf die von uns friiher erhaltenen 
liesultate hatte: die Eiweifzerspaltung macht sich bet 
der Giirung nicht bemerklich. Merkwiirdigerweise be- 
obachten wir auch keine EKiweibsvnthese, obwohl die 
Menge des Nichtproteinstickstoftes beinahe 14° 0 des 
Giesamtstickstoffes betrug. 

Diese Verbindungen sind offenbar unfiihig, sich in Eiweil 
zu verwandeln, weil die Hefe selbst die Fiihigkeit, das Etweil 
aus Asparagin zu synthesieren, in vollem Mafe unter diesen 
Bedingungen behielt, wie der niichste Versuch beweist. 


Versuch IV. 


Zu einigen Proben der im vorigen Versuche abgelassenen 
Hefe wurden je 10 g¢ Glukose mit 0,25 g Asparagin zugefigt 


und nach 3 und 5 Tagen der Eiweibstiekstoff bestimmt. Die 
Tabelle zeigt, dafi die Eiweifsynthese ganz gut vor sich ging. 








QO.d088 ¢ Trockenhefe enthielt in mg 


le 8 Nach der Girung mit Zucker und Asparagin 
'Vor der Girung 





nach 3 Tagen nach 5 Tagen 
Sees: | a) 30,5) 41,86. ) | _ 
Kiweifh-N ; 7 810 41,93 16,76 
| b) 31,5 (2,00 | | 








Leonid Iwanoff, 


Dadurch ist bewiesen, dab die Hefe nicht alle Stick- 
stoffverbindungen, welche sich beim Stoffwechsel in 
den Zellen ansammeln, in Eiweifstoffe umwandeln 
kann. Was fiir Verbindungen diese nicht umwandelbaren Stoffe 
sind, ob sie Zerspaltungsprodukte der Eiweibstoffe selbst sind, 
bleibt einstweilen unentschieden. 

Hier will ich nur bemerken, daf sie bei der Fallung mit 
Kupferoxyd das Filtrat als Kupferverbindungen blau_ firben, 
gerade wie es bei Eiweifzerspaltungsprodukten geschieht. 

Hieraus ergibt sich die Frage, ob die ganze Menge der 
kiweibzersetzungsprodukte vollstandig assimiliert und in Eiweil 
regeneriert werden kann. Bisher nahm man das letztere als 
Ausfluf des Dogmas von der Omnipotenz des Eiweifes an, es 
fehlen jedoch hierfiir irgendwelche beweisenden Tatsachen. Da 
aber die Entscheidung der Frage, ob die Eiweibstoffe bei 
der Giirung etn tatsaichliches Konstantbleiben oder nur 
ein Gleichgewicht zwischen Spaltung und Synthese 
zeigen, davon abhiingt, ob die Eiweibsvnthese alle Zerselzungs- 
produkte regenerieren kann, so habe ich versucht, diese Frage 
experimentell zu erortern. 


Versuch VY. 


Kin Teil der Portionen von steriler Hefe, die in der Kultu 
des Versuchs HT erhalten wurden, wurde in die Erlenmeyer- 
Kolben mit einer Bodenfléche von 75 qcem gebracht. Jede Portion, 
die, wie schon gesagt, 25 com Wasser und O,5088 g¢ Trocken- 
hefe enthielt, wurde 21 Tage ohne Zusatz von Nihrstoffen 
aufbewahrt. Die Analyse zeigte zu dieser Zeit, dal die Eiweil- 
stickstoffmenge von 351,01 mg bis 25,48 mg gesunken und Nicht- 
proteinstickstoff von 5,44 mg bis 10,97 mg hinzugekommen 
war. Dann wurden 10 cem von steriler 100°/oiger Glukose- 
losung hinzugefiigt und nach 4tigiger Gérung bei 25° die 
Analyse ausgefiihrt. Es wurden 28,14 mg von Eiweibstickstol! 
und SS mg Nichtproteinstiekstoff gefunden. 

Also konnte die Hefe nur 40°59 der Eiweibzerspaltungs- 
produkte, die beim Hungern entstanden waren, ausnutzen. 
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Uber das Verhalten der Eiweifistoffe bei der alkoholischen Giirung. 


Versuch VL. 


Die sterile Hefe wurde auf dieselbe Weise wie in Ver- 
such I] von derselben Kultur N 128 Lindner erhalten. Die 
Kulturfltissigkeit hatte folgende Zusammensetzung: 

(O00 « Leitungswasser 
5d0 » Saccharose 
7) » «Witte»-Pepton 
70» KH,PO, 
3 » MgSO, 

Diese L6sung wurde 3 Tage nacheinander je 14/2 Stunde 
im Dampfapparat sterilisiert, dann in einen sterilen Kultur- 
kolben tbergefithrt und dort mit Hefe geimpft. 

Nach 7taégiger Girung bei Zimmertemperatur blieb der 
Kulturkolben einen Tag bei 10° stehen, wodureh sich die Hefe 
absetzte. Nach 2maligem Auswaschen mit kaltem (10°) Wasser 
und Absetzen wurde die geschittelte Hefe, wie schon friiher 
beschrieben, in Erlenmeyer-WKolben mit 75 qem_ Bodenfliiche 
verteilt. 

Das eine Paar Kolben wurde sofort analysiert, das andere 
erst, nachdem es 3 Tage ohne Nahrungszusatz ber 25° ge- 
standen hatte. 

Die Analyse zeigte, dab jede Portion mit 0,167 ¢ Trocken- 
hefe folgende Menge Kiweibstickstoff in Milligramm enthielt: 


Vor dem Hungern 


,40 
)) y7) 
r a) 6.0} 7 7 
Nach » __) 9,89 
b) 3,7 


Also wurden beinahe 40°/o des Eiweibstickstoffs beim 
Hungern in Nichtproteinstickstoff umgewandelt. 

Dann wurden zu 6 solcher Proben je 10 cem der sterilen 
)0°/oigen Glukosel6sung zugesetzt und nach einer Woche zeigte die 
Analyse von 2 derartigen Proben, dali der Eiweibstickstoff in einer 
Probe 8.4, in der anderen 8.2m¢e betrug. Das heibt 60°/o der Eiweil- 
zersetzungsprodukte wurden wieder in Eiweifi regeneriert. Eine 
vollkommenere Ausnutzung derselben konnte ich nicht erreichen. 

Nach einer Woche niimlich begann wieder eine Eiweil- 


wbnahme, da die Analyse zu diesem Zeitpunkt 7,5 mg Eiweil- 
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~tickstoff zeigte. Das nochmalge Hinzufiigen von 10 cem 50°/oiger 
(rlukoselosung rief nach einer Woche wieder eine kleine Zu- 
nahme des Eiweibstickstoffes bis 7,7 event. 8,1 mg hervor. 
Nach einer Woche sank derselbe nochmals bis auf 5,74 mg. 

Diese Versuche zeigen, dav die Hefe in reinem Zucker 
nur 40—60°/o der Zerspaltungsprodukte wieder in 
Kiweih zu regenerieren imstande ist und daf} daher die 
Liwelibzersetzung nie unter diesen Bedingungen durch 
Synthese verdeckt werden kann.!) 

Dieses Resultat stimmt mit den Untersuchungen Schulzes,?) 
der bewies, dali bei dem Eiweibzerfall nicht Asparagin (event. 
(ilutamin) und Kohlenhydrat, wie man friher meinte,*) sondern 
eine ganze Menge von verschiedenen stickstoffhaltigen Produkten 
entsteht, die fiir die EKiweifineubildung nicht gleichwertig sind. 
Daher verliert die Annahme der Eiweiftheorie, dab eine dauernde 
Zertriimmerung und Neubildung von Eiweifs ohne Anhiiufung 
der Zerspaltungsprodukte bei Anwesenheit von Kohlenhydraten 
moglich sel, jeden experimentellen Bewels. 

Wir konnen also sagen, dab das Konstantbleiben der 
Kiweifbstoffe bei der Giirune in reinem Zucker sehr 
wahrseheinlich kein Gleichgewicht der entgegenge- 
setzten Prozesse ist. Bei gleichzeitig nebeneinander ver- 
laufender Synthese und Zersetzung in reinem Zucker miissen 
sich immer die nicht verwendbaren Produkte ansammeln. 

Ich bin weit davon entfernt, aus diesen Versuchen einen 
endgiiltigen Schluf zu ziehen. Die folgenden Versuche geben 
mehr Veranlassune dazu, jedoch ermodglichen diese vorlaufig 


'! Die Versuche Prianischnikoffs tiber die bei Lichtzutritt er- 
folyende Regeneration der Eiweifizersetzungsprodukte hoOherer Ptlanzen 
ermoglichen, denselben SchlufS zu ziehen. Berechnen wir diese Versuche 
in derselben Art. wie unsere friither fiir Hefe mitgeteilten, so zeigt sich, 
daf’ Pisum sativum und Phaseolus multiflorus nicht mehr als 65°/o der 
Zersetzungsprodukte am Licht, d. h. bei Kohlenhydratenzufuhr regenerieren 
kOnnen. Siehe Prianischnikoff, Die Eiweifstoffe und deren Umsatz 
in Pflanzenorganismus, Moskau, 1899 (russisch). 

2) Schulze, Diese Zeitschrift, Bd. XXIV, 1897, S. 18. 

Pfeffer, Jahrbiicher fiir wissensch. Botan., Bd. 8, 1872, S. 429. 
Borodin, Bot. Zeit., 1878, S. 801. 
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Uber das Verhalten der Eiweifistoffe bei der alkoholischen Giirung. 


eine Erkliirung des Widerspruches, in welchem unsere Versuche 
mit den Angaben friiherer Autoren tiber den bei der Girung 
in reinem Zucker stattfindenden Stickstoffverlust stehen. 

Wir haben schon gesehen, daB Mitscherlich, Tenard, 
Pasteur, Liebig, Nageli’) und weiter Ducleaux,?) Schiitzen- 
berger und Destrem,*) alle eine Stickstoffausscheidung aus 
der Hefe bet Girung in reinem Zucker beobachteten. 

Diese Tatsache kann durch zwei Umstiinde erkliirt werden: 
erstens wurden alle friiheren Versuche mit nicht steriler Hefe 
ausgeftihrt und zweitens dauerten sie zu lange. Bei Anwesenheit 
der Bakterien wurde natirlich das Absterben und Zersetzen 
einzelner Hefezellen beschleunigt und die dadurch entstandenen 
Zersetzungsprodukte, ohne vollstindig durch die lebenden Zellen 
reveneriert werden zu koOnnen, mehr und mehr in der Girungs- 
‘liissigkeit angesammetlt. 

Dasselbe beobachtete ich an der wochenlang dauernden 
Kultur von Versuch Vi. Die Hefen, die eine Woche nach Ende 
der Giirung ber 25° standen, zeigten schon eine Abnahme des 
Kiweibstickstoffes, in einem Falle von 8&2 bis 7.5 mg und in 
anderen Fiillen von 7.9 bis 5,74 mg. 

In einigen Versuchen von Schiitzenberger und Destrem 
|. ¢.), welche nur 24 Stunden dauerten, fand sich eine sehr 
unbedeutende Stickstoflabnahme von 2.81 bis 2,70°/o, die schon 
n den Fehlergrenzen der Bestimmungsmethode liegt. 

Also hat das sogenannte «Erschopfen» der Hefe 
bei lange dauernder Girung in reinem Zucker mit dem 
Stickstoffverlust nichts zu tun. In solchen Fallen, wo 
sich dieses nicht durch das Absterben der Zellen erkliiren libt, 
haben wir es mit einer physiologischen Reaktion zu tun, die 
dem Ruhestadium entspricht und sehr wahrscheinlich durch 

1) Niigeli (s. oben) fand merkwiirdigerweise dabei, dafs der Stick- 
‘toff in Form von Albumin oder Pepton ausgeschieden wird. Ich konnte 
n keiner, sogar nicht einmal in unreinen Kulturen eine Biuretreaktion 
ler Girungsfliissigkeit beobachten. Auferdem fanden Hahn und Geret 
bel Selbstverdauung von Hefe nur Spuren von Albumosen und kein 
Pepton. Siehe Die Zymasegirung, 8. 307. 

*) Traité de Microbiologie, T. HI, p. 206—210, 

*) Traité de Microbiologie, T. Il, p. 323—327. 
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Veriinderung des Enzymgehaltes oder das Entstehen von Stoffen, 
welche die Giirung hemmen, erkliirt werden kann. 

Ich gehe jetzt zu den Versuchen tiber, welche nach meiner 
Meinung entsehiedener fiir unsere Interpretation des beobachteten 
Konstantbleibens der Eiweibstoffe und folglich gegen die Dis- 
soziationshypothese sprechen. 

Die letztere sagt, dab sich die Zersetzung der Eiweil- 
molekiile unaufhérlich fortsetzt, aber nur beim Mangel des 
Kohlenhyvdrates, d. h. des Materials fir die EiweiBsynthese wahr- 
nehmen labt. 

Diesem Standpunkte entsprechend iindert das Kohlenhydrat 
nur die Bedingungen der Eiweibregeneration, indem es das 
Material dazu gibt, liBt aber die Bedingungen der Eiweibzer- 
setzung ganz unverindert. 

Jetzt konnen wir annehmen, dal die wesentlichste Be- 
dingung der Eiweifizersetzung in der Zelle ein proteolytisches 
Knzyim ist, welches seine Arbeit in der in bestimmter Weise 
zerstorten Zelle fortsetzt und sich bei der sogenannten Selbst- 
verdauung bemerkbar macht. Im Gegenteil hierzu hort die 
Kiweibsvnthese sofort nach dem Tode der Zelle als Ganzes aut. 

Wenn also das Kohlenbydrat nur auf den Gang der Eiweil- 
svynthese einen Einflub hatte und die Bedingungen der Eiweib- 
zersetzung gar nicht iinderte, dann miibte der Eiweibzerfall nach 
dem Tode ganz unveriindert weiter gehen, gleichviel ob Kohlen- 
hydrat) vorhanden ist) oder nicht. In der Tat hat aber das 
Kohlenhydrat einen groBben Einflub} auf die Eiweibzersetzung. 

Die unten beschriebenen Versuche zeigen, dafi die eben 
wirende Hefe und die nicht giirende sich bei Selbstverdauung 


eanz anders verhalten. 


Versuch VIL. 


33 ¢ PreBhefe wurden mit 300 ecm 20°%/oiger Saccharose 
gemischt und nach 2¢stiindiger Girung, als die Kohlensiiure- 
ausscheidung noeh nicht aufgehért hatte, wurde die Giirungs- 
fliissigkeit von der teilweise abgesetzten Hefe abgegossen und 
von der zuriickbleibenden breiartigen Hefenmasse wurden einige 
Proben zu 10 cem mit der Pipette unter Schitteln weggenommen 
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Gleichzeitig wurde dieselbe, aber noch nicht gegorene Hefe mit 
Wasser ungefihr in dieselbe bretartige Masse zerrieben und 
davon Proben zu je 10 cem genommen. Beide Reihen von 
Proben wurden mit Thymol im Uberschul in dem Thermostaten 
bei 50° erhitzt und nach 2 Stunden, als die mikroskopische 
Untersuchung mit Methylenblau zeigte, dab alle Zellen sofort 
tiefblau gefiirbt und folglich tot waren, dann bei 47° C., d. h. 
beim Optimum fiir Hefeproteolyse weiter aufbewahrt. 

Nach 15 und 64% Stunden wurden die Proben von beiden 
Reihen analysiert und der Eiweifgehalt mit folgenden Zahlen *) 
bezeichnet : 





2 ‘ol fygargts ow 
Vor Selbstverdauung Ber Selbstverdauung 


nach 15 Stunden nach 64 Stunden 





a) 200 
Gevorene Hefe 5D 15 366 7 
b) 59,0 J 
: a) 53.0 
b) 54,04 


Der Unterschied in der Proteolyse gegorener und nicht 
gvegorener Hefe wird vielleicht noch klarer, wenn wir zeigen, 
wieviel Prozente Eiweifstoffe von der Anfangsmenge derselben 
zerlegt wurden: 





Bei Selbstverdauung 


nach 15 Stunden nach 64 Stunden 





Gegorene Hefe a */0 O14" o 


Nicht , > 69 8/5 $0.0 8/5 


Diese Zahlen zeigen, dai die Vergarung des Zuckers 
einen entschieden hemmenden Einflub auf die Eiweih- 


Fiir meine Ziele genigen nur relative Werte, daher bedeuten 
siimtliche Zahlen dieser und der folgenden Tabellen eigentheh die An- 
zahl der Kubikzentimeter der ‘10-N.-Schwefelsiiure, welche fiir die 
Neutralisation des Ammoniaks verbraucht wurden, den man nach der 
Stutzer-KjeldahlIschen Methode der Eiweifbestimmung erhalt. Um 


die Eiweifistickstoffmenge daraus zu berechnen, hat man diese Zahlen 


nur mit 1,4 zu multiplizieren. 
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zersetzung in der Hefe ausiitbt: die Eiweibstoffe der ge- 
gorenen Hefe zersetzen sich halb so stark wie die nicht gegorene. 

Diesen Einflu8 des vergorenen Zuckers') auf die naeh- 
foleende Selbstverdauung kann man durch folgende 3 Mogiieh- 
keiten erklaren. Erstens kann man voraussetzen, dab die Eiweib- 
stoffe bei der Girung dureh eigenartige Veriinderungen viel 
bestiindiger gegen das proteolytische Enzym geworden sind. 
Zweitens ist es moglich, dai die Menge des proteolytischen 
Knzyms bei der Giirung abnimmt und drittens, dal daber die 
Protcolyse hemmende Substanzen oder antiproteolytische tnzyme 
eebildet wurden, 

Lm zu entscheiden, welche von diesen Moéelichkeiten der 
Wirklichkeit entspricht, wurde in dem eben mitgeteilten Ver- 
suche eine gegorene Probe mit einer nicht gegorenen (nach 
Abtotung ber 50° mit Thymol) zusammengegossen und mit den 
anderen Proben 6% Stunden bei 47° aufbewahrt. Wenn die 
Selbstverdauung der gegorenen und nicht gegorenen Probe ganz 
-elbstéindig vor sich ging, dann sollte die Analyse die Summe der 
Kiweifstoffe der getrennt verdauenden Proben zeigen. Aber dies 
war nicht der Fall. Inder Tat habe ich anstatt 21,4 +- 10.9 = 52/4 
viel mehr, niimlich 42.0 Einheiten von Eiweibstoffen bekommen. 

Ks zeigte sich, daB die gegorenen Hefen die Pro- 
leolvse der nicht gegorenen verzogern konnen und dab 
folglich antiproteolytische Substanzen bei der Girung 
ecebildet werden. Die niichsten Versuche bestiitigten das 
vollstiindig. 


Versuch VOL 


Es wurden 40 ¢ Prebhefe mit 450 ccm Leilunegswassel 
veschiittell und von dieser Mischung die Proben zu je 25 cem 
venommen. Zui jeder’ Probe wurden je 10> cem 50° oiger 
SaccharoselOsung hinzugefiigt und bei Zimmertemperatur in 
(iirung versetzt. Die restierende Menge von Hefemischung 


' Der Zucker selbst wirkt nur in sehr starken Konzentrationen 
30—40" 0) auf die Proteolyse hemmend. Siehe Buchner, Die Zymase- 
viiruang, S. 316. In meinen Versuchen blieben in der Giirungsfliissigkeii nur 
kleine Zuckermengen, welche natiirlich keinen Einfluf ausiiben konnten 
und auch in der Tat, wie wir weiter sehen werden, keinen ausiibten. 
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wurde bei 5—4° C. stehen gelassen, um die Eiweibzersetzung 
zu vermeiden, und nach 24 Stunden wieder Proben zu je 25 cem 
davon genommen. 

Diese enthielten, wie die Analyse zeigte, dieselbe EiweiB- 
menge wie die am vorhergehenden Tage in Giirung versetzten 
Proben, bei denen jetzt die Girung schon ihr Ende erreicht 
hatte. Dann wurde zu allen Proben Chloroform im Uberschub 
hinzugefiigt und alle ber 33° C. aufbewahrt. Nach 4 Stunden, 
als die Farbung mit Methylenblau unter dem Mikroskop das 
Absterben siimtlicher Zellen zeigte, wurden 2 Paare der ge- 
gorenen und nicht gegorenen Proben zusammengegossen, noch- 
mals mit Chloroform im Uberschul versetzt und mit anderen 
bei 32° C. stehen gelassen. Die Proben von diesen 3 Serien 
wurden nach 1, 2 und 5 Tagen analysiert und die Tabelle zeigte 
die dabei zuriickgebliebene Eiweibstoffmenge. 





Vor Selbst- | Nach Selbstverdauung 


verdauung | nach nach nach 
24 Stunden! 48 Stunden | 120 Stunden 





Gegorene Probe... 32.9 32.4 30.6 260 
Nicht iP ke dee 31.8 246 22 4 8 
Sanne. «- & « % 64.7 D7.0 Dd30 B3D.8 


Gegorene und nicht ge- 


eorene Probe. .... OF, 


~ 


59.0 92.3 tos 


oder die Menge des zerfallenen Eiweifstoffes in Prozenten der 
Anfangsmenge: 





Nach Selbstverdauung 


24 Stunden 48 Stunden | 120 Stunden 





Gegorene Probe. . 1.2 70 27.0 


Nicht , ca 92 3 30.0 TOM 


(se ri; rene icht (fp. 
recoren und nicht 88 18.0 39 () 
vorene Probe. — 


Diese Zahlen zeigen sehr anschaulich, wie viel schneller 
sich die Proteolyse der nicht gegorenen Proben vollzieht. Weiter 
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sehen wir, inwiefern die gegorene Probe die Selbstverdauung 
der nichtgegorenen erniedrigt. Nach 5 Tagen war das Resultat 
der Enzymarbeit in der Mischung von gegorenen und_ nicht 
sevorenen Proben fast derjenigen in den nur giarenden gleich. ') 

Um sich weiter zu tiberzeugen, dafi sich eine antiproteo- 
Ivtische Substanz in der Losung befindet, wurde folgender Ver- 


such angestellt. 
Versuch IX. 


Nach 2 tagiger Gidrung von 30 ¢ Prebhefe mit 35 g Saccharose 
in 2OO cem Wasser wurde die vergorene Fliissigkeit von der 
abgesetzten Hefe vorsichtig abgegossen und durch eine Cham- 
berland-WKerze abfiltriert. 

10 cem dieser ganz klaren Fliissigkeit wurden zu einigen 
Proben der nicht gegorenen Prefhefe hinzugefiigt. Jede Probe 
enthiell 10 cem der Mischung, 15 @ Hefe in 125 ccm Wasser 
und war vorher bei 53° mit Chloroform abgetoOtet worden. In 
anderen ganz gleichen Proben wurden anstatt der Girungs- 
fliissigkeit 10 cem Wasser hinzugefiigt, um die Konzentration 
des Enzyms nicht zu verandern, Auberdem wurden zur Kontrolle 
andere auf dem Wasserbade gekochte Proben mit Girungs- 
flissigkeit und mit Wasser genommen und alle bei 48° stehen 
gelassen. Nach 8 Tagen zeigte sich bei der Analyse in den 


Proben folgender Eiweibgehalt: 


Nach 3 Tagen 


Selbst- 





Kontrolle poe . 
verdauung 





Nicht gegorene Proben mit Wasser... a 4 
b) 2d.) 

; a) 26,2 15,8 

> Girfliissigkeit oa - 

b) 26.5 164 


', Zuniichst entstand die Vermutung, dafi beim Abtéten der ge- 
gorenen Zellen die Fiihigkeit zur Eiweifisynthese auf Kosten des bei der 
Girung gebildeten Glykogens bewahrt wurde. Dann ware die Hemmung 
des Zerfalls durch die Wirkune der entgegenwirkenden Prozesse erkliirt. 
In der Mischung der gegorenen und nicht gegorenen Probe konnte die 





































ct. y .* ’ “ . ° tos , ) 
Uber das Verhalten der Eiweifstoffe be: der alkoholischen Giérung. Tore) 


oder die zerfallene Eiweiimenge in Prozenten der Anfangs- 
menge betrug 63°/o fiir die Probe mit Wasser und 37°/o fir 
die Probe mit Girungsfliissigkeit. Dies zeigt, dali die anti- 
proteolytische Substanz durch den Chamberlandfilter 
hindurchgehen kann, ohne in threr Wirkung etwas 
einzububen. 

Der eben beschriebene Versuch la6t sich noch anschau- 
licher und einfacher durch die Methode von Mett ausfiihren. 


Versuch X. 


Die mit 4°/oiger Thymolgelatine geftillten Kapillarrohrchen 
wurden in 2 Probierrédhrehen mit ber 50° durch Chloroform 
abgetOétetem Hefebrel eingelegt: dem einen wurde ein gleiches 
Volumen Girungsfliissigkeit (von Versuch IX), dem anderen 
das gleiche Volumen Wasser hinzugefiigt. Um die Vertliissigung 
der Gelatine durch die Temperatur zu vermeiden, mubten die 
Probierrdhrchen bet Zimmertemperatur stehen bleiben und des- 
wegen ging die Verdauung sehr langsam vor sich. Nach einem 
Monat fand ich, dab die verdaute Gelatinesiiule in den beiden 
Kapillarrohrchen, welebe sich in den Probierrohrehen mit Wasser 
befanden, 25 und 12 mm, in denjenigen, die in dem Kohrehen 
mit der Géarungsfliissigkeit waren, nur 6 und 7 mm_ betrug. 
Hann wurden, um die Natur der die Proteolyse hemmenden 
Substanz niiher zu bestimmen, folgende Versuche angestellt: 


Versuch Xl. 


Die Girungsfliissigkeit des Versuchs IX wurde in 2 Teile 
seteilt. Ein Teil wurde 10 Minuten auf dem Drahtnetze ge- 
kocht, der andere nicht. Dann wurden wie friiher die Proben 
der abgetiteten Prebhefe genommen, die je 25 ccm der Hefe- 
misechung (30 ¢ Hefe in 160 cem Wasser) enthielten. Zu den 


cal 


Synthese durch die griffere Menge der Eiweifzerfallprodukte besonders 
stark befOrdert werden. Der Versuch bestiitigte das nicht. Weder der 
Zusatz der Eiweifizerspaltungsprodukte, noch der des Zuckers, zeigte 
sich ganz ohne EinflufS auf den Gang der Selbstverdauung der ge- 
vorenen Hefe, 































(Zale) Leonid Iwanoff, 

einen wurden 10 cem der gekochten Fliissigkeit, zu den zweiten 
10 cem der nicht gekochten und zu den dritten dasselbe 
Volumen Wasser hinzugefiigt und 4 Tage bei 33° aufbewahrt. 
Die Analyse zeigte folgenden ,Eiweibgehalt der Proben : 








Vor dem Versuch Nach dem Versuch 

, | 10.6) 
mene. 8k lk kk ee 14,9 Qs 
YQ | “a 

| eT 12.6 | 
Gekochte Fliissigkeit 4.9 . + 121 
Se ma 

Nicht ° 4.9 22.0 


Das Kochen schwiicht also die Wirkung der 
hemmenden Substanz sehr stark ab, obwoh! sie diese 
nicht ganz vernichtet. Das veranlaBte mich zu der Voraus- 
setzung, dai die hemmende Wirkung durch einen fliichtigen 
Stoff erzeugt wird, der vielleicht durch das 10 Minuten lange 
Kochen nicht vollstandig ausgetrieben worden war. 


Versuch NII. 


Die Girungsiliissigkeit, die nach 2tagiger Gérune von 
67 & Prebhefe in 1 | 20° oiger SaccharoselOsung von der ab- 
gesetzten Hefe abgegossen worden war, wurde durch eine 
Chamberland-Werze abtiltriert und dann auf dem siedenden 
Wasserbade mit Riiekflubkiihler 4/4 Stunde bei 95° gehaiten. 

ln 2 Proben, die je 28 ccm der Hefemischung (50 ¢ 
PreBhefe und 270 com Wasser) enthiellen, wurden je 10 cem 
dieser gekochten Fliissigkeit und zu den anderen 2 Proben je 
10 cem Wasser hinzugefiigt und alle bet 33° mit Chloroform 
im Uberschub aufbewahrt. Nach 4 Tagen blieb folgende Eiweib- 


menge unverdaut zuriick : 


a) 21,8 | 
Mit Riickflufkiihler cekochte Fliissiexeit bh) 20.0 j 20.9 
a) 11.8 
Wasse} .  & « Ge z en 4 ss Se — {0.6 


b) 94 { 
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Das zeigt, dab die antiproteolytische Fiahigkeit 
gerade einer der flichtigen Substanzen der Girungs- 
flissigkeit eigen ist.!) 

Jetzt. fragen wir nun, welcher von den fliichtigen Sub- 
stanzen der Garungsfliissigkeit man die antiproteolytische Fiihig- 
keit zuschreiben kann. In erster Linie stand der Alkohol in 
diesem Verdacht. In der Tat zeigten schon Geret und Hahn,? 
dah 5°,oiger Alkohol auf die Selbstverdauung der Hefe hemmend 
elnwirkt. Jedoch benutzten Geret und Hahn eine ziemlich 
grobe Methode der Kiweibbestimmung nach Gewicht des Koagulats 
Um die untere Grenze der hemmenden Wirkung des Alkohols 
etwas priiziser zu bestimmen, stellte ich folgenden Versuch an: 


Versuch XIII. 


Zu den Helenproben, die je 25 ccm einer Mischung von 
20 ¢ Prebhefe mit 160 com Wasser enthielten, wurden je 1, 
2 und 4 ccm absoluter Alkohol zugefiigt, was in den Proben 
einer 4-, 8- und 16°/oigen Alkoholkonzentration entsprach. Die 
Proben wurden bei 48° mit Chloroform im UberschuB  auf- 
bewahrt und nach 2 Tagen analysiert. Der Eiweibgehalt betrug : 





Vor der Verdauung 9 Nach der Verdauuneg 





t 
Ohne Alkohol a BS. 10.4 
Mit 4° ; 54.5 | 16.6 
Re, . 51.5 34.9 
160 H1D | 45.63 


| 


Die hemmende Wirkung des Alkohels kann sich 
also erst bet der Konzentration von mehr als 4°) 
bemerkbar machen. Da ich in meinen Versuchen zu 25 cem 

i) Diese Tatsache zeigt auch, }dafi der Verlust der Reaktions- 
fihiekeit bei dem wtblichen Kochen nicht immer als ein Beweis det 
enzvinatischen Natur der Reaktion dienen kann. Unter den fliiehtigen 
Substanzen. die das tibliche Kochen aus der Fliissigkeit entfernt, kénnen 
sich nicht nur die reaktionshemmenden. sondern auch die reaktions- 
beschleunigenden Substanzen befinden. 


*) Die Zymasegirung, 5. 317. 
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Hefemischung 10cem der Girungsfliissigkeit hinzufiigte, mubte die 
Alkoholkonzentration derselben nicht weniger als — —— = 10/o 
sein, wenn wir die beobachtete hemmende Wirkung dem 
Alkohol zuschreiben wollten. 

Doch zeigte die direkte Alkoholbestimmung in der Giirungs- 
fliissigkeit mittels Gewichtsmethode, daf ibr Alkoholgehalt nie 
7 Volumprozent iiberstieg. Daher muff die hemmende 
Wirkung den anderen fliichtigen Produkten der Alkohol- 
gairung eigen sein.!) 

Unter diesen sind die fliichtigen Séuren, wie Ameisen- 
siture, Essigsiture und teilweise Milehsiiure, bekannt; sie finden 
sich aber doch nur in’ solcher Menge, die nach Geret und 
llahn (le S. 318) die Hefeselbstverdauung begiinstigt. 

Daher bleibt nichts anderes tibrig, als den anderen fliichtigen 
Nebenprodukten, Aldehyden und Estern, die hemmende Rolle zu- 
zuschreiben. Die Stoffe vereinigt man in der Garungspraxis 
sehr oft unter der Bezeichnung Fruchtiither, weil das Aroma 
der Alkoholgetriinke gerade dureh diese Verbindungen hervor- 
gerufen wird. In der Giirungsflissigkett erscheinen sie— als 
Oxydationsprodukte des Alkohols und werden nur mittels der 
Lebenstitigkeit der Hefezelle gebildet. 2) 

Die Menge dieser Stoffe in der Girungsfliissigkeit ist sehr 
sering, wodurch ihre hemmende Wirkung sich als eine negative 
katalvlische Reaktion interpretieren Jabt. Zur Kenntnis des 
Mechanismus dieser Reaktion hat vielleicht die von Schwarz 
konstatierte Tatsache eine bedeutung. Er hat nimlich gefunden, 
dali die Eiweifstoffe mit Methyl und Athylaldehyden die Ver- 

') Ber der Untersuchung der Alkoholwirkung auf Pepsinverdauung 
rand Buchner, daf’ erst die Konzentrationen, die héher als 10° waren, 
die hemmende Wirkung ausiiben. Bei héheren als 20°/o1igen Konzen- 
trationen hodrte die Pepsinverdauung vollstiéindig auf. Die von thm be- 
nutzte Methode war aber doch zu grob, um diese Grenzen prazis zu 


-.vy7 


bestimmen. Siehe Buchner, Arch. f. klin. Medizin, Bd. 29, 1581, 5. 537. 

2) So konnte z. B. Roeser bei einer Hefekultur in 4°/oigem 
Alkohol die Aldehvdbildung sehr leicht beweisen, aber bei derselben 
Losung und unter denselben Bedingungen, jedoch ohne Hefe, keine 
Spuren von dieser Substanz finden. Siehe Duclaux, Traité de Micro- 


biologie, T. II, p. 433. 
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bindungen bilden, welche sich gegen Trypsinwirkung sehr 
resistent verhalten. Daher ist es auch moglich, daf in unserem 
Falle die Hemmung durch Bildung der nicht reagierenden Zwischen- 
produkte verursacht wird. !) 

Jetzt koénnen wir also sagen, dai die Eiweifbstotfte 
durch die Alkoholgiirung keine Zersetzung erfahren, 
weil die Nebenprodukte der Zuckerzersetzung eine 
solehe hemmen. 

Daraus kann man nicht schlieBen, dab sich die Etweitl- 
zersetzung bei der Gérung in vollstiindiger Niihrldsune, wo alle 
physiologischen Prozesse sich in vollem Gange betinden, nicht 
vollzieht. Die Hefezelle ist imstande, durch versehiedene Mitte! 
diese hemmende Wirkung zu beseitigen. So gelinet es z. Bb. 
durch Zusatz der sauren Phosphate, die Selbstverdauung der 
Hefe sehr stark zu beschleunigen und die hemmende Wirkung 
der Giirungsnebenprodukte vollstandig zu beseitigen, wie fol- 
sender Versuch zeigt: 


Versuch XIV. 


30 ¢ PreBbhefe wurden mit 400 cem 15°/olger Saccharose 
ceschiittelt und die Mischung in zwei gleiche Teile geteilt. Zu 
einer Hiilfte (200 ccm) wurden 2 g KH,PO, zugesetzt und nach 
zweitiigiger Girung beide Halften auf Proben zu je 25 com 
verteilt. Gleichzeitig wurden einige Proben zu je 25 com von 
der Mischung der nicht gegorenen Prebhefe genommen. — Alle 
Proben wurden bei 3stiindigem Stehen bet 52° mit Chiloro- 
form im UberschuB abgetiétet und weitere 20 Stunden bei 47° 
sehalten. Der Eiweibgehalt der Proben betrug: 


') Wahrscheinlich wird durch diese Eigenschaft des «Fruchtithers » 
die bis jetzt nicht erklarbare Tatsache aufgehellt, daf{ Bier und Wein 


U 


sogar bei einem Alkoholgehalt von weniger als 3°'o die Magenverdauung 
sehr stark beeinflussen. Sieche Buchner. Arch. f. klin. Medizin. Bd. 29. 
S. 537. 

Vielleicht gelingt es, die antiproteolytische Eigenschaft dieser 


Substanzen fiir die Trennung der Zymase von der Endotryptase auszu- 


nutzen, die bisher nicht méglich war. 
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' Prozente des 
| Vor der | Nach der | aE Tah 
= ; | zerfallenen Eiweifbes 
Verdauung | Verdauung | 
: der Anfangsmenge 





z 

Nicht gegorene .... 20.08 12.1 D4 °/o 
Gesorene ohne KH,PO, 23,7 eR . 28 %/o 
init 24.9 8.7 63 °/o 

ohne ‘ 
ogee 50,0 344 31% 

und nicht gegorene 

Gevorene mit KH PO “ — . 

4 51.2 29D DV Vo 


und mieht vegorene 


Die Tabelle zeigt, dab das Monokaliumphosphat die 
hemmende Wirkung der Giirungsprodukte nicht nur 
vollstindig beseitigen kann, sondern selbst eine be- 
schleunigende Wirkung auf die Proteolyse ausiibt. 

Purch solche einfaehen und immer zugiinglichen Mittel ist 
die Zelle imstande, die Eiweibzersetzung in- vollkommenster 
Weise zu reguheren. Auferdem sind die hemmenden Produkte. 
wie schon gesagt, fliichtig und dadurch kann ihre Entfernune 
wahrscheinlich schon durch Liiftung der Hefe erreicht werden. 
Deswegen sind auch die Prebhefen von dieser Substanz fre! 
und ihre Proteolyse geht besonders intensiv vor sich. 

Wenn wir fiir die Hefegiirung bewiesen, dab sich die 
Zuckerzersetzung ohne Kiweibzersetzung!) vollziehen kann, dann 
wilt dasselbe hoéchstwahrscheinlich auch fiir die alkoholische 
Girung der anderen Pflanzen, die als intramolekulare Atmune 
bezeichnet wird. Der Mechanismus, wodureh die Eiweibzer- 
setzung in den Versuchen von Palladin (s. oben) bei gAn- 
wesenheit, von Kohlenhydrat aufhérte, ist vermutlich derselbe: 
het intramolekulaner Atmung wie bei alkoholischer Girung ergab 
die Zuckerzersetzung als Nebenprodukte die die Proteolyse hem- 
menden Stoffe. Dann kam die von Detmer (s. oben) kon- 
<tatierte EiweiBspaltung bei Lupinus dadurch zustande, weil 
diese Pilanze bekanntlich besonders arm?) an stickstofffreien 
Reservestoffen ist. Eine Hemmung kann man wahrscheintic! 

Dadureh ist aber nicht ausgeschlossen, dafi die Eiweifstoffe an 
diesem Prozesse irgendwie anders (z. B. als Fermente) Anteil nehmen kOnnen 
Jahrb... Bd. IX, 8S. 733. 






Schulze, Landwirth. 
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bel kiinstlicher Eintihrung des Zuckers (beim Kultivieren in det 
Zuckerlosung) bewerkstelligen. Wenn Godlewskv!) unter 
diesen Bedingungen die Eiweibzersetzung beobachtete, bleibt 
es doch unentschieden, ob eine — vielleicht nieht volistiindige 
Hemmung dieser Zersetzung trotzdem zustande kam. <Aller- 
dings haben wir schon gesehen, da’ die Wirkung der Zuckerzer- 
~etzung sich durch verschiedene Stoffe vollstiindig beseitigen Libt. 
Ob derselbe Mechanismus bei sogenannter Deckung des 
Kiweibes durch Zucker bet Sauerstoffatmung funktioniert, list 
sich bis jetzt nicht sagen, obwohl diese Moéglichkeit nicht aus- 
veschlossen ist, weil die bildung der Aldehyde bei der Zucker- 
zersetzung sich auch bet Luftzutritt vollzieht. Dab die Eiweib- 
zersetzung in diesem Falle so wenig wie bei der Giirung eine 
Rolle spielt, scheint mir aber sehr wahrscheinlich zu sein. Die 
meisten oben gefiihrten Beweise gegen eine solche Zersetzung 
bel der Girung sind auf die Sauerstoffatmung anwendbar, weil 
die beiden Prozesse (Giérung und Atmune) in allzemeinen Ziigen 
iibereinstimmen. Die Notwendigkeit, die Vermittelung der lebenden 
Liweibmolekiiie bei der physiologischen Verbrennung anzunehmen, 
die bis jetzt fiir alle Physiologen bestand, existiert zur Zeit nicht 
mehr.?) Wir wissen jetzt, dab die von Sauerstoffabsorption 
und Kohlensiureausscheidung begleitete Zersetzung der Kollen- 
hydrate ebensogut nach dem Tode wie im Leben. statttindet.%) 
Die jetzige Erkliirung dieser Prozesse durch die Enzyme 
bedarf in vielen Fallen nicht der Hilfe des Eiweifbes, da wir 
schon Jetzt, bei unseren diirftigen Kenntnissen der chemischen 
Ausammensetzung der Enzyme, derartige kennen, deren eiweil- 
artiger Charakter entschieden verneint wird.! 
') Godlewsky, Extrait du Bulletin de TAecad. des Sciences de 
Cracovie, mars 1904, p. 115. 
*) Vergl. Pfeffer, Pflamzenphysiologie, Bd. 1, 1897, 5. 552, und 
Nathansohn, Mittheil. aus d. Zoolog. Station zu Neapel, 15. Bd., 1902. 5.695 
Sieber, Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, 1903, S. 484. 


» 


Kostytschew,. Ber. d. botan. Gesellsch., 1904, 5. 207. 


Maximow. Ber. d. botan. Gesellsch.. S. 2208. 


‘; Oppenheimer, Die Fermente, 1900, 5, 28. 
Hiafner, Diese Zeitschrift, 1904, Bd. XLII, S. 1. 
Friedenthal und Miyamota, Zentralbl. f. Physiol., 1902 


Bd. 15, S. 78d. 
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Noch weniger haben wir einen Grund, dem Eiweif beim 
Aufbau des atmenden Protoplasma den Vorrang vor anderen Ver- 
bindungen zu geben. Das Eiweif geht nur in den Bestand des 
Plasma uber, wenn es sich in den Proteiden mit anderen Gruppen 
von Stoffen vereinigt, mit Kohlenhydraten, Fetten, Lecithinen, 
Nucloinsiure usw.!) Hier bei tritt es oft in quantitativer Be- 
ziehung vor diesen anderen Verbindungen in den Hintergrund. 
So konnte schon Reinke (1. ¢.) keine Eiweibreaktion bei den 
Vaucheria-Zellen nachweisen und im Plasma von Athalium 
betrug das Eiweifi nicht mehr als 6°%/o. Die Spermatozoenképfe 
beim Lachse und beim Hering enthielten rund 96°/o nucleinsaures 
Protamin, und sie sind eiweibfrei.?) Lilienfeld?) hat ferner 
bei ciner quantitativen Analyse von Leukocyten im ganzen nur 
1.76° 6 (von Trockensubstanz) EiweiB im gewohnlichen Sinne 
vefunden, 

Auf Grund alles eben Ausgefiihrten kénnen wir sagen, 
dai die Eiweibzersetzung an der alkoholischen Girung, sowie 
an der intramolekularen und hochst wahrscheinlich normalen 
Atmung keinen Anteil nimmt, und uns vollkommen dem be- 
dauern Reinkes anschheBben, weleches von ihm gelegentlich 
seiner Arbeiten tiber die chemische Zusammensetzung des Plasmas 
ausvesprochen wurde, niimlich dai das Dogma der Omnipotenz 
des Eiweibes «leider immer noch in der Pflanzenphysiologie 
<cin Haupt hocehhilt 


Zum Sehlusse erachte ich es als eine angenehme Pflicht, 
Herr Geheimrat Prof. W. Pfeffer fiir die grobe Freundlichkeit, 
womlt er mir die Hilfsmittel des Leipziger botanischen Instituts 
zur Verfiigune gestellt hat, und Herrn Dr. Simon, welcher mir 
beim Schreiben dieser Abhandlung in deutscher Sprache viel 
ceeholfen hat, meinen aufrichtigen Dank auszusprechen. 


Leipzig, Juli 1904. 


Reinke, Untersuchungen an d. bot. Laborat. in Gottingen, 1881, 
Bd. 2, S. d4. 

Hammarsten, Lehrbuch der physiol. Chemie, 1889, 5. 102. 

Hammarsten, Ll. ¢., 379. 

Lilienfeld, Diese Zeitsehrift. Bd. XVIIL S. 485. 





Uber die Anwendung reduzierbarer Farbstoffe beim Studium der 
Verteilung von Giften und ihrer Wirkungen auf die Zelltatigkeit. 


Von 
C. A. Herter, 


Professor der Pharmakologie, Columbia University New-York 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitit Marburg.) 
Der Redaktion zuge 


ye 
> =‘ 


ungen am 30. Juli 1904.) 


Die von Ehrlich in seiner Untersuchung iiber das Sauer- 
stoffbediirfnis des Organismus neu eingefiihrte farbenanalytische 
Methode ist in der Physiologie und der Pharmakologie bisher 
nur wenig in Anwendung gekommen: in der Uberzeugung aber, 
da solche intravitale Firbungen beim Studium pathologischer 
Verhiiltnisse sich vielleicht sehr dienlich erweisen wiirden, habe 
ich sie schon vor zwei Jahren bei meinen Untersuchungen 
iiber die Adrenalinglykosurie angewandt, zunachst freilich ohne 
eindeutigen Erfolg. Ich fand nun vor kurzem, dank dem 
freundlichen Entgegenkommen der Herren Prof. Ehrlich und 
Prof. Hans Mever, Gelegenheit, diese Studien wieder aul- 
zunehmen, und will in der vorhegenden Notiz einige farben- 
analytische Beobachtungen mitteilen, die ich bei Vergiftungen 
mit einigen narkotischen Giften, mit Kohlenoxvd und mit 
Adrenalin, sowie bei der Abkiihlung gemacht habe, und die 
mir die Bedeutung der Methode zu erweisen scheinen. 

Wegen seiner geringen Giftigkeit und der Leichtigkeit, 
mit der es zu einer Leukobase reduziert wird, ist zu derartigen 
Versuchen das Methvlenblau ganz besonders geeignet. Wird 
dieser Farbstoff einem Tiere in eine Vene injiziert, so zeigt 
die Untersuchung im Leben oder sofort nach dem ‘Tode viele 
Gewebe, entsprechend ihrer reduzierenden Kraft, ganz oder 
nahezu ganz ungefiirbt — andere dagegen stark gebliiut: das 


erhaltene Bild ist aber, wie vorausgeschickt werden mag, un- 
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eemein wechselnid und abhiingig von einer Reihe von Faktoren, 
wie GréBe und Spezies des Tieres, Menge der eingefiihrten 
Substanz, Stadium der Infusion und insbesondere auch = der 
Zeit zwischen infusion und bntersuchung der Organe. Wenn 
man Indes Tiere von gleicher Art und Grobe mit Methylenblau 
behandelt und unter ganz dhniichen Bedingungen untersucht, 
<) sind die Resultate nahezu iibereinstimmend. 

In den vorliegenden Untersuchungen wurden in der Regel 
die folgenden Bedingungen eingehalten: Kaninchen von L500 
bis 1800 ¢@ erhielten 40—50 ccm einer wiisserigen Losung, 
die 0,33°/0 Methylenblau und 0,8°/o NaCl enthielt, in die Vena 
muvularis, und zwar so, daf in 1 Min. etwa 2 ccm einflossen. 
inter diesen Umstiinden tritt schon, wenn 25—30 cem ein- 
veflossen sind, etwas Blau um Mund und Nase auf, und auch 
die freigelegte Hals- und Brustmuskulatur zeigt sich eriinbliulich 
vefirbt: diese Muskelfirbung nimmt noch zu und ist gegen 
Kinde der Infusion sehr deutlich. Wird nun 5 Minuten spiiter das 
Tier getOtet, so zeigen die Muskeln weniger Farbe, die Lungen 
sind ganz ungefiirbt, das Herz aber, besonders das rechte Herz, 
bliudich. Die Leber hat thre gew6hnliche Farbe oder erscheint 
etwas dunkler als normal, die Galle ist griin und enthiilt, wie 
die Untersuehung ergibt, reduzierte und unreduzierte Farb- 
substanz: das Pankreas ist leicht blau gefiirbt und wird be- 
triichtlich dunkler an der Luft. Die Niere ist ziemlich dunkel 
cefiirbt und dunkelt an der Luft) nach. Der Urin ist leicht 
eriinlichblau gefairbt. Die Nebennieren sind gewohnlich farblos, 
auf der Schnitttkiche fairbt sich die Rindenschicht biau, das 
Mark bleibt) fast ungefirbt: das Gehirn ist ganz oder doch 
auumihernd farbios, aber ein Gehalt an Leukobase gibt sich 
durch eine leichte Blauung der grauen Substanz an der Luft 
zu -erkennen, Libt man das Tier verbluten, so ist die Farbe 
der Organe wohl etwas bleicher als sonst: das Blutserum ent- 
hilt etwas Farbbase und an der Luft sich oxydierende Leuko- 
base. Ganz ihniiche bilder erhalt man in- entsprechenden 
Versuchen an Katzen und Hunden. 

Wendet man die doppelte oder dreifache Menge Methylen- 
blau bei gleicher Injektionszeit an, so sind die Erscheinungen 
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sehr anders, und es ist besonders auffallend, dal dann die 
graue Hirnrinde an der Luft tief blau wird, und dah die 
Langerhansschen Inseln im Pankreas tief gefiirbt) sind im 
Gegensatz zu dem iibrigen Driisengewebe, das zwar deutlich, 
aber viel schwiicher gefarbt ist.) Es zeigte sich indes, dab 
die grOBeren Mengen Methylenblau die Besonderheiten, die bei 
der Anwendung von Giften auftraten, nicht so deutlich hervor- 
treten lieBen, daher es vorteilhafter war, mit kleinen Mengen 
Methvlenblau zu arbeiten, wie ich es oben angegeben habe. 

Immer geht, sogar bei kleinen Infusionsmengen, eine gewisse 
Quantitét der Substanz in den Intestinaltraktus, besonders in den 
Magen, dessen Inhalt stets etwas blaugriin gefiirbt Ist. 

Aus den frischen Organen, aus Gehirn, Nieren, Leber, 
dem Verdauungstraktus und seinem Inhalt, wie endlich aus dem 
Blutserum, laBt sich eine geringe Menge des Farbstoffs dureh 
wiisserige Extraktion wieder gewinnen, wobei die Umwandlung 
der in den Organen enthaltenen Leukobase in die Karbbase 
durch Anwendung von Oxydationsmitteln (H,0,, K,S,0.) selbst- 
verstiindlich beschleunigt wird. Indes hat es sich ergeben, dal 
aul diese Weise immer nur ein Teil des Farbstoffs gewonnen 
wird: ein viel groéberer findet sich — namentlich in Leber 
und Galle — als eine farblose mit Wasser extrahierbare, sich 
aber weder spontan an der Luft, noch durch Kochen 
unter Zusatz der angefithrten Oxydationsmittel blau- 
firbende Modifikation, die dagegen durch Behandeln mit HCl 
leicht wieder in die sich rasch an der Luft blituende Leuko- 
base regeneriert wird. Kleine Mengen dieser Substanz fand 
ih auch in den Muskeln und mitunter auch in der Niere, da- 
vegen nicht in der Lunge. Labt man die zerstiickelte, normal 
<chokoladebraun  gefiirbte Leber eines infundierten Tieres 
24 Stunden an der Luft liegen, so erfolgt kein merklicher 
Farbenwechsel; bei langerer Einwirkung der Féulnis und Zer- 
setzung aber beginnt sich die Masse biau zu farben: die Leuko- 
base wird offenbar regeneriert und oxydiert. 

Ks handelt sich also allem Anschein nach um ein unge- 
mein rasch — hauptsiachlich oder allein in der Leber — ent- 


') Dies ist schon von Ehrlich bemerkt worden. 


ws 
~- 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLII. 











496 C. A. Merter, 


stehendes Umwandlungsprodukt, vielleicht eine gepaarte 
Verbindung des Leukomethylenblaus; nach einer Mitteilung von 
Ehrlich existiert eine Acetylverbindung des Leukomethylen- 
blaus, die ungespalten nicht+zu Methylenblau oxydiert werden 
kann: ich vermute, da’ hier eine analoge Verbindung vorliegt, 
und hoffe bald niiheres dariiber muitteilen zu konnen. Es ist 
iibrigens lange bekannt, dal der Urin von Menschen, die mit 
Methvlenblau behandelt) worden sind, sich durch Kochen mit 
Siiture intensiver blau fiirbt, und vor kurzem hat Brauer die 
sleiche Beobachtung auch in bezug auf den Ubergang des 
Methylenblaus in die Galle gemacht: es scheint aber tibersehen 
worden zu sein, dafi hierbei nicht einfach die Leukobase, welche 
bekanntlich sowohl in alkalischer wie in saurer Losung leicht 
oxydabel ist, sondern ein bisher noch unbekanntes, im Organis- 
nus entstandenes Umwandlungsprodukt ausgeschieden wird. 

In allen Vergiftungsversuchen wurde stets einem normalen 
Kontrolitier gleicher Grobe und unter tbrigens ganz gleichen 
Versuchsbedingungen Methylenblau infundiert und der Sektions- 
befund in gleicher Weise erhoben: ohne Einhaltung diese 
Vorsicht kann man leicht auffallende Unterschiede zwischen 
den Befunden am vergifteten und am normalen Tier sehen, die 
mit der Vergiftung selbst gar nichts zu tun haben. 


Vergiftung mit narkotischen Stoffen der Fettreihe. 


Tief mit Ather oder mit Chloroform narkotisierten Tieren, 
und zwar Kaninchen, WKatzen und Hunden, wurde Methylenblau 
infundiert, die Tiere dann entweder durch das Narkoticum selbst 
oder durch Verbluten getotet. Bei Kaninchen und Katzen zeigten 
sich sehr sinnfiillige Unterschiede gegeniiber den Kontroiltieren., 
weniger deutlich bei Hunden. Das folgende Experiment gibt 
ein tvpisches Beispiel: 


~ 


Kine Katze von 2200 ¢ wurde tracheotomiert und mui 
einem Meyerschen Atmungsapparat) verbunden unter” kin- 
schaltune einer Atherflasche. Nach tiefer Atherisierung wurde 
die Carotis mit dem He-Manometer verbunden: Blutdruck 
100 mm. Spiiter sank der Blutdruck auf ca. 70 mm und die 
vroferen Pulsschwankungen lieben auf eine Erschlaffung der Gefabe 
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schlieBen. Nach bereits 45 Minuten lang unterhaltener tiefer 
Narkose wurde, ohne sie zu unterbrechen, 0,5°/oige Methylen- 
blauldsung, 1 ecem in 1 Minute, injiziert: naehdem 15 ccem ein- 
gelaufen waren, starb das Tier plotzlich unter Herzliihmung. 
Die Kontrollkatze woe 2100 g¢ und wurde durch Stich ins 
Herz getotet: beide Tiere wurden gleich nach dem Tode ge- 
‘ffnet. Die folgende Ubersicht gibt die Hauptresultate: 


Normale Katze. | Atherkatze. 
Leber: normal braun, reich- | Leber: deutlich griin, sehr 
liche griine, methylenblau- | — spiirliche  hellgelbe Galle: 
haltige Galle. | Gallensekretion anscheinend 
| eehemme. 

Pankreas: deutlich blau, an | Pankreas: bleich griinlich, an 
der Luft sich tiefer fiirbend. | der Luft nachdunkelnd. 
Nierenrinde: grimlich blau. | Nierenrinde:dunklerals beim 
Mark: tiefblau an der Luft: Kontrolitier, viel griinblauer 

wenig griiner Urin. Urin. 
Nebennieren: Linde wird 


allmiihlich blau, Mark tief- 


Nebennieren: Kinde wird 
allmihlich schwaeh — blau, 
Mark auch ein wenig. blau, 

(cehirn: sehr geringe Spuren | Gehirn: deutliche Bliuung der 
von Blau, auch beim Liegen Rinde, des Kleinhirns ete., 


an der Luft. | rasch an der Luft eintretend. 


Obwohl in diesem Versuch wegen des plotzlichen ‘Todes 
weniger Methylenblau injiziert worden war, als in den metsten 
ander, so gibt er doch ein Bild der charakteristischen Merk- 
male, die sich in fast allen Atherexperimenten zeigten: das 
Auffallendste davon ist das Fehlen des Methylenblaus in der 
Galle und die Anhiiufunge des Farbstoffs in der Leber, was an 
ene Hemmung der Galtlensekretion denken lift. = Mit 
dieser Retention des Farbstoffes hingt es vielleicht zusammen, 
da das Blutserum — namentlich bei langanhaltender Narkose 
mehr Blau enthilt als das der Kontrolltiere, und dali infolge- 
dessen auch andere Organe, wie Gehirn und Nebennieren, sich 
stairker tingieren. Doch ist es nicht ausgeschlossen, dab dabei 


hoch andere Faktoren, wie abnorm geminderte Reduktions- 


‘pepe 
>) 
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kraft der betreffenden Organe, mitwirken. Die regelmiibig 
<chwiichere Fiirbung des Pankreas bei dem narkotisierten Tier 
bleibt einstweilen ganz unerkliirt. 

Die wenig zahlreichen’ Versuche, die ich mit Chioro- 
formnarkose gemacht habe, gaben im ganzen dieselben Re- 
sulfate. wie die mit Ather. Auch Chloralnarkose— wirkt 
ftthnlich: doeh fand sich dabei nicht die fiir jene charakteristische, 
wie mir scheint, auch praktisch nicht unwichtige Verinderung 
der Leberfunktion. 

Auch mit Sulfonal und mit Diaithvlsulfon, cinem in 
Wasser sehr leicht l6slichen, kaum narkotisch wirkenden Sulfon., 
habe ich einige wenige Versuche angestellt. aus denen sich ergab, 
dafi die vergiftete Leber meist erhebliche Mengen von Methylen- 
blau enthilt, sowohl nach Sulfonal- wie naeh Diithyvlsulfon- 
vergiftung: doch kamen auch Ausnahmen vor. Ich beabsichtige, 


die Sulfonvergiftung noch weiter zu verfolgen, 


Vergiftung mit Blausiure. 

Durch Gepperts ausgezeichnete Arbeit tiber den Gas- 
weehsel im Organismus bei HCN-Vergiftung ist) es sicher- 
cestellt, dali dabei die Gewebe die Fahigkeit verloren haben, 
aus dem Blut Sauerstoff aufzunehmen. Es schien mir von 
Interesse, diese Herabsetzune der Reduktionskraft der Gewebe 
auch mit der Methylenblaumethode zu priifen und direkt. sicht- 
bar zu machen. 

Gerade in bezug auf diesen Punkt aber waren meine 
Resultate ber verschiedenen mit wechselnden Mengen HCN 
angestellten Vergiftungen so schwankend, dab sie zu bestimmten 
Sehliissen nicht berechtigen konnten. Dagegen kam eine Er- 
scheinung ganz konstant in fiinf Doppelversuchen zur Beobachtung, 
namlich, dab das vergiftete Gehirn allemal sich viel weniger 
blau an der Luft fiirbte, wie das unvergiftete, und da auch 
aus dem vergifteten Hirn mit. verdiinntem= salzsiiurehaltigen 
Alkohol viel weniger Farbstoff sich extrahieren lieb als aus 
dem normalen. Dies merkwiirdige Resultat, das im Gegensatz 
zu den Ergebnissen bei der Athernarkose steht, bin ich geneigt, 
auf eine verminderte Bindungsfiihigkeit der Cerebralzellen fiir 
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dus Methylenblau zurtickzufthren: da das Blut der tief mit 
HCN vergifteten Tiere gewohnlich mehr Methylenblau enthalt, 
als das der unvergifteten Kontrolltiere, so erscheint die Unfihig- 
keit des Gehirns, Methylenblau aufzunehmen, noch bemerkens- 
werter. Eine geniigende Erklirung kann dafiir noch nicht 
gegeben werden: moglicherweise handelt es sich um einen 
analogen Prozeb, wie die Hemmune der Sauerstoffaufnahime. 
Jedentfails scheint mir die Tatsache daraut hinzudeuten, dab 
bei der Blausiurevergiftung das Zentralnervensystem tefer ge- 


schiidiet wird als andere Teile des Organismus. 


Vergiftung mit Leuchtgas. 


Ber den mit Leuehtgas vergifteten Kaninchen wurde be- 
merkt, dab die Galle gelblich war und wenig Methylenblau 
oder Leukobase enthielt, gerade so wie bei langdauernder Ather- 
narkose. Die interessanteste Erscheinung aber boten die will- 
kiirliichen Muskeln, namentlheh die Hals- und Brustmuskeln. 
Es ist schon erwithnt worden, dab, wenn einem Kaninchen von 


‘ 


mittlerem Gewieht 25—30 cem emer 0.35° 


oigen Methylenblau- 
lOsune cingegossen werden, die Pektoralmuskeln) eine blaue 
Farbe annehmen. Atmet das Tier jetzt Leuchtgas ein, so blabt 
der grimmblaue ‘Ton der Muskeln bald ab und in wenigen Minuten 
erhalten die Muskeln ihre normale rothiche Farbe zuriick. Wird 
jetzt. kein Leuchtgas mehr zugefiihrt, so fiirben sie sich all- 
mihlich wieder griinblau, wie vorher: die erneute Zufuhr yon 
Leuchtgas laibt nun wiederum die normale rote Farbe hervor- 
treten und dieses Spiel des Farbenwechsels im Muskel kann 
so wiederholt hervorgerufen werden. Ebenso wie an den Brust- 
muskeln kann derselbe Wechsel auch im linken Ventrikel. 
wenn auch weniger deuthich, beobachtet werden, und auch die 
Leber zeigt den Farbenumschlag, aber weniger ausgesprochen 
als die Muskeln. 

Die Versuche lehren, daly eme auch nur miabige und 
keineswegs tOdliche Verminderung des Sauerstoffgehalts im Blut 


die genannten Organe augenblicklich zwingt, ihr intensives Sauer- 


stoffbediirtnis durch Reduktion des Methyvlenblaus zu decken; 
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es jst offenbar derselbe Vorgang, den Ehrlich bereits bei Blut- 
sperre oder als postmortale Reduktion der Gewebe in seinen 
Versuchen mit Indophenol beschrieben hat, der sich aber unter 
Anwendung der CO-Vergiftung in besonders auffilliger Weise 


heobaehten labt. 


Die Wirkune des Adrenalins. 


Um zu bestimmen, wie die Verteilung des Methyvlenblaus 
durch Anderungen des Blutkreislaufs beeinfluBt wird. machte 
ich emige Beobachtungen an WKaninchen, denen ich eine Adrenalin- 
l6sung 1: 100000 kontinuierlich in eine Jugularvene einflieBen 
leh. und zwar so, dab der Blutdruck auf einer HGhe von etwa 
30 mm He tiber dem normalen Anfangsdruck gehalten wurde. 
Gleichzeitig mit der Adrenalininfusion flob in die andere Jugular- 
vene eine Methylenblaul6sung. bemerkenswert bei diesen Ver- 
suchen war es, dab die Nieren entweder gar nichi gefiirbt 
waren oder doch nur sehr kleine Mengen Methylenblau ent- 
hielten. Dieser Erfolg ist nicht tiberraschend im Hinblick auf 
die bekannte Wirkune des Adrenalins auf die Nierengefiipe: 
merkwiirdig aber ist es, dab die Nebennieren Methylenblau 
in erheblich eréfHerer Menge aufwiesen als die der Kontroll- 
tiere. Diese Tatsache stimmt mit der Beobachtune tiberein. 
die mir aueh ino andern Versuchen autfiel, dab die Neben- 
nieren meistens tief gefairbt gefunden werden, wenn die 
Nieren nicht Urin ausgeschieden haben und selber nur 
leicht) gefiirbt sind, und umgekehrt) ganz farblos erscheinen, 
wenn die Nieren tief blau sind und gut sezerniert haben. 

Das Gehirn wurde ber den Adrenalintieren blauer ge- 
funden, als man nach der Menge des eingefiihrten Farbstoffs 
hiitte vermuten sollen: es ist nicht unwahrscheinlich, dab als 
Folge der arteriellen Konstriktion in den tibrigen Gefaibgebieten 
des groben Kreislaufs die intensivere Durchblutung des Gehirns 
thm relativ viel Farbstoff und auberdem eine so_ reichiiche 
Sauerstoffzufuhr brachte, dab die sonst starke Reduktion des 
Methvlenblaus aufgehoben oder sehr vermindert wurde; das 
wiiren also gerade die umgekehrten Verhiiltnisse, wie bei den 


Nieren, 
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Die Wirkung der Temperaturerniedrigung. 


Die Wirkung der Abkithlung auf die reduzierende Kraft 
der Gewebe ist sehr augenfallig: wenn ein Kaninchen mit einem 
Kaltwasserumschlag abgekthlt wird, so dah die Kektaltemperatur 
30—32° C. betriigt, und dann eine Infusion von 50 cem der 
0.33°oigen Methvlenblaulosung erhalt, so erscheinen seine Organe 
von denen eines auf normaler Temperatur gehaltenen Kontroll- 
tieres verschieden, und zwar treten die Unterschiede am stiirksten 
hervor, wenn nach beendeter Infusion beide Tiere noch langere 
Zeit — 1—2 Stunden — unter Bewahrung thres Temperatur- 
unterschiedes am Leben gelassen werden: ber dem Kontroll- 
tier findet man dann Herz und Lungen von vollig normalem 
Aussehen, die Muskeln ebenso oder ganz leicht gefiirbt, die 
Leber etwas dunkel, die Nieren leicht geblaut und die Tlirn- 
rinde ebenso oder ganz ungefiirbt: ber dem abgekiihlten Ther 
dagegen sind Herz und Muskeln deutlich blau, die Nieren tief- 
blau und ebenso das Gehirn. Spiter tritt im Gehirn und 
den Muskeln Entfarbung, postmortale Reduktion ein. 

Der Versuch zeigt sinnfillig, wie der Chemismus der Ge- 
webe von ihrer Temperatur abhangig ist, und zwar besonders 
<tark in den Muskeln und im Gehirn, wihrend dagegen 
Lunge und Nebennieren keine sehr wesentliche Beeintrachtigung 
erleiden, wenigstens soweilt es sich aus dem Verhalten dieser 


Organe zum Methvlenblau erschheBen libt. 
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I. Uber die fermentative Umwandlung der Nucleinbasen. 


Die Untersuchungen tiber die fermentative Bildung det 
Nucleinbasen in der Hefe begannen mit den Arbeiten von 
Schiitzenberger, welcher im Jahre 1874 zeigte, dab bei der 
Autodigestion der Hefe Nanthin, Hypoxanthin und Guanin (neben 
Carnin) entstehen. Weder Schitzenberger noch Miescher, 
der Kntdecker der Nucleinstoffe, erkannte aber den Ursprung 
dieser Alloxurbasen aus den Nucleinen. Erst durch die spiteren 
Arbeiten von A. Kossel wurde gefunden, dai Hypoxanthin, 
XNanthin, Guanin und Adenin aus den Nucleinstoffen hervor- 
gehen, und hierdurch wurden eine Reihe von Untersuchungen 
liber die fermentative Bildung dieser Alloxurbasen aus den 
Nucleinstoffen der Hefe angeregt. In den Arbeiten von A. Kossel,? 
V. Lehmann, BE. Salkowski und seinen Schilern, Milroy,? 
Hahn und Geret, F. Kutscher, Araki,?) W. Jones, Iwa- 
noff') u. a. kondensierte sich mehr und mehr der Begriff eines 


nuclemsiiurespaltenden Ferments (Nuclease). 


Diese Zeitsehrift, Bd. Vil, Ss. 14. 
A. Kossel, Untersuchungen tiber die Nueleme und thre Ze. 
‘tzungsprodukte. Strafburg, P88l, 8. 19. 
Diese Zeitschrift, Bd. ANAT, S. 3507, 
') Diese Zeitschrift, Bd. XNXAVUL S. S 4. 
‘, Literatur siche bei W. Jones, Diese Zeitschrift. Bd. XLII S. 55 
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Kin wesentlicher Fortsehritt wurde durch die Untersuchungen 
von Victor Lehmann bezeichnet. Derselbe zeigte im Jahre L885, 
dali unter dem Einflu6B der Selbstverdauung eine Umbildung 
der Alloxurbasen oder des die Alloxurbasen liefernden Teils 
vom Nucleinsiituremolekiil vor sich geht. Bei seinen mit noch 
unvollkommener Methodik ausgefiihrten Versuchen zeigte sich eine 
Abnahme des Hypoxanthins und eine Zunahme des Xanthins oder 
der Summe von Xanthin und Guanin. Ein sehr bemerkenswertes 
Resultat leferten auch die Untersuchungen von F. Kutscher,.!) 
welcher bei der Autolyse der Hefe ebenso wie bei der Selbst- 
verdauung des Pankreas nur Guanin und Adenin autfand, und 
endlich die Untersuchungen von W. Jones?) und seinen Mit- 
arbeitern. welche die Umbildung der Basen unter dem = Eintlub 
autolvtischer Fermente in’ Thymus, Milz, Nebennieren und 
anderen tierischen Geweben genau feststellten. Hieraus ergab 
sich. dali die Verhiltnisse der Fermentwirkungen in den ver- 
schiedenen Organen recht komplizierte sein miissen. 

Das Nucleoproteid der Thymusdrtise lefert nach W. Jones 
«bei der Selbstverdauung Nanthin und eine geringe Menge 
Hypoxanthin neben Uracil, aber weder Guanin, noch Adenin 
noch Thymin, wiewohl die letzten drei Substanzen durch Wirkung 
von Mineralsiuren auf Thymusnucleinsiure entstehen». Bei det 
Selbstverdaunung der Milz hingegen © bildet sich Guanin ebenso- 
gut wie ber der Hydrolyse der Nucleinsiure. Andererseits trit! 
hier Hvypoxanthin bet der Autolyse auf, wahrend man Adenin 
erwarten mochte, und Uracil findet sich statt Thymin und Cytosin, 
die bei der Hydrolyse der Nucleinsiiure gebildet: werden 

Ich teile im folgenden kurz die Resultate einer Versuchs- 
reihe mit. welche auf die friiheren Beobachtungen von V. Leh- 
mann zurickereilt. ber einigen dieser Experimente fihrte ieh 
jedoch eine Modifikation ein: ich begniiete mich nicht mit den- 
yenigen Mengen der Alloxurbasen, welche in den Nucleimstoffen 
der Hefe euthalten sind. sondern fiigte dieselben in) freiem 
Z7ustande hinzu. Da diese Basen, wie die Untersuchungen von 


A. Kossel ergeben haben, in der Nucleinsiiture nicht saizartig, 


Diese Zeitsehrift, Bd. XXXII S. 59 
.. € 
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sondern organisch gebunden sind, so ist es moéglich, dab die 
freien Nucleinbasen ein anderes Verhalten gegentiber der fer- 
mentativen Wirkune zeigen, wie die in der Nuecleinsiiure ent- 
haltenen. Die’ Bestimmung der Basen wurde nach dem in 
Hoppe-Sevler-Thierfelders Handbuch der Analyse, 7. Auf- 
lage, S. 573 angegebenen Verfahren ausgefiihrt. Ich mochte 
ausdriicklich hervorheben, dal ich vor der Fiillung der Basen 
mit ammoniakalischer SilberlOsung eine Zersetzune der in der 
Losung etwa vorhandenen Nucleinsiture durch Wochen mit 
Schwefelsiture bewirkte. Versiumt man diese Mabregel, so 
wird man Unregelmiibigkeiten der Analysenzahlen erhalten, denn 
nach A. Kossel ist die Gegenwart der Nucleinsiiture imstande. 
die Fiidllune eines Teils der Basen durch ammoniakalische Silber- 
lOsung zu verhimdern. !) 

Die Kreebnisse meiner Versuche waren im = wesentlichen 
foleende: 

I. Dias Nanthin nahm stets bei der Digestion zu. 

2. Das Guanin wurde bei der Autolvse zersetzt, auch 
wenn es in fretem Zustande hinzugefiigt wurde. 
3. Das Verhalten des Adenins und des Hypoxanthins war 
in den verschiedenen Versuchen ein verschiedenes. In einzelnen 
Killen beobachtete ich eine Zunahme, in anderen eine Abnahme 
desjenigen Niederschlages, welcher diese Basen enthalten sollte. 
Da die Zunahme des Adenins eine vollig unerwartete und schwer 
verstindhiche Erscheinune ist, will ich emen Versuch dieser 
Art ausfiihrliicher mitteien. ° 

120 cem Hefeprebsaft wurden mit 90 com Guaninlésung 
versetzt und die Fliissigkeit in zwei Teile geteilt. Die eine 
Hiilfte (By) wurde durch Kochen vom Ferment befreit, die zweite (A) 
blieb ungekocht. Beide wurden unter Zusatz von Toluol 40 
Stunden im Brutofen digeriert. 


' Fo du Bois-Reymonds Archiv fiir Physiologie 1893, 5. 164, Anm. 

cf. A. Kosselund A. Neumann. Diese Zeitschr., Bd. XXII, S. 74. 

2, Die Publikation meiner tibrigen Versuchszahlen behalte ich mir 
‘eine spiitere ausfiihrliche Mitteilung vor, welche ich nach Vollendung 


weiterer Arbeiten tber diese Frage zu machen cedenke. 
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Tabelle IL. 














Stickstoff in Gramm Basen in Gramm 
Zusatz von 0.074 g Stick- Zusatz von O.185 ¢ 
stoff in Form von Guanin Cruanin 
A 83 A iF 
Kontrolle) (Kontr 
Guanin 0.002 O.065 0.004 O10 
Adenin 0.060 0.002 O116 Q.038 
Xanthin Q.020 O.O11 0.054 0.030 
Hypoxanthin 0.003 0.004 0.075 0.097 
Gesamtstickstoff O.ORD 0.082 








II. Uber das Vorkommen von Arginase in der Hefe. 


Durch die Untersuchungen von A. Kossel und H.D. Dakin 
wurde festgestellt, dab die tierischen Organe ein Ferment ent- 
halten, welches Arginin in Harnstoff und Ornithin zerlegt.!) An 
diese Beobachtungen kniipft sich die Frage, ob die fermentative 
Zerlegung des Arginins dureh Arginase zu den im Oreanismen- 
reiche allgemein verbreiteten chemischen Erscheinungen gehort. 

Die folgenden Beobachlungen zeigen, dal} dieses Ferment 
auch bet Sprobpilzen zu finden ist. 

Ich beniitzte zu diesen Versuchen, wie vorher, den Hefe- 
prebsaft, 150 ccm desselben wurden in drei gleiche Teile geteilt, 
7wel dieser Teile wurden mit 20 cem einer Argininjosung ver- 
setzt, die dritte blieb ohne Zusatz. Alle drei wurden unter 
Zusatz von Toluol 4 Tage im Brutschrank digeriert.. Die Unter- 
suchung wurde ebenso ausgefiihrt wie bet den friiheren Arbeiten 
von A. Kossel und H. D. Dakin. d. h. das Arginin wurde dureh 
Silbersulfat und Baryt ausgefallt und die Menge desselben aus 
dem Stickstoffgehalt dieses Niederschlages berechnet, das « Or- 
nithin» wurde aus dem Stickstoff der durch Phosphorwolfram- 
sdure ffillbaren, durch Silber und Barvt nicht fallbaren Sub- 


') Diese Zeitschrift, Bd. XLII. S. 321, Bd. XLII, S. 181 
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stunzen berechnet, der Harnstoff aus dem Filtrat des Phosphor- 
wolframsiiureniederschlages. Selbstverstiindlich handelt es sich 
hier wie bei den friiheren Versuchen von A. Kossel und 
H. D. Dakin nicht um eine wirkliche Bestimmung des Ornithins 
und des Harnstoffs, sondern nur um den Nachweis, daf die- 
jenige Fraktion, in welcher Ornithin und Harnstoff vorhanden 
sein mu. vermehrt ist oder nicht. Hierauf haben A. Kossel 
und H. D. Dakin bereits ausdriicklich hingewiesen.!) Auch ist 
eine genaue Bestimmung des Harnstoffs nach diesem Verfahren 
umsoweniger zu erwarten, da Kutscher und Otor1 neuerdings 
nachgewiesen haben, dal ein gewisser Teil des Harnstoffs in 
dem Silberbarytniederschlag zuriickgehalten werden kann.) 

Dies Ergebnis meiner Versuche ist aus folgender Tabelle 
zu ersehen. 

Tabelle Il. 


A. Stickstoffmengen in Gramm. 





























| 
A | B C 
| 
Zugvesetzt: Argiminstickstof 0.138 ().138 () 
Gefunden: «Argininstickstoff» O.081 O.O088 | 0053 
Gefunden Ornithinstickstoff» Q.038 0.053 0.026 
‘olin? ‘kety alt ye 1. Pp a qi 7 
(vefunden: Stiekstoff im Filtrat des Phos 0.279 ().259 0.237 
nphorwolframsiéiurensederschlages 
Cresaiatstickstofl 0.4-42 O.4-48 (208 
Bb. Argininmengen in Gramm. 
\ B ( 
Z7uvesetzt: Arginin in Gramin 0.428 (). 428 () 
Gefunden: Argimin in Gramm 25? 0.273 0.165 
Zersetzt: Arginin in Gramm O.341 0.320 





Diese Zeitschrift. Bd. XLII, S. 327. 
Zentralblatt fin Physiologie, Bd. 18, Nr. 8 (1904). 
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Somit ist eine Abnahme des im Argininniederschlage ent- 
haltenen Stickstoffs, hingegen eine Zunahme des «Ornithin-» und 
Harnstoffstickstoffs» festgestellt worden. Die Hefe enthiilt 
somit wirksame Arginase. 

Man konnte hiernach vermuten, dafi auch das Guanidin, 
dessen Derivat das Arginin ist, durch die Arginase der Hefe 
zersetzt wurde. Dies ist jedoch nach meinen Versuchen nicht 
der Fall. 


Zum Schlusse spreche ich Herrn Prof. A. l-ossel fiir 
-eine Anleitung bei diesen Arbeiten meinen aufrichtigsten 
Dank aus, 





























Uber die Konstitution des Histidins. 
|. Mitteilung. 


Von 
Herm. Pauly. 


(Aus dem physiologischen Institut zu Heidelberg.) 


hs 


Der Redaktion zugegangen am 3. August 1904.) 


Uber das zuerst von A. Kossel im Sturin und bald daraut 
von S. G. Hedin auch unter den Spaltkorpern komplizierterer 
Kiweibsubstanzen aufgefundene Histidin liegen bis jetzt nur 
wenige Angaben vor, die einen SchluB auf seine Konstitution 
zuheben, 

Wir wissen!) dab von den drei Stickstoffatomen, die die 
Hormel C,H JNO, aufweist, zwei zur Salzbildung befahigt sind. 
ferner dab das Histidin optisch aktiv und in Gegenwart von 
Ammoniak imstande ist, ein Salz mit zwei Atomen Silber zu 
bilden: es besitzt also zwei durch Metall ersetzbare Wasser- 
stoffe. Im iibrigen enthiilt es weder Methoxyl noch Methyl am 
Stickstofl, gibt bei der Oxydation mit alkalischem Permanganat 
Blausiure, Kohlensiiture und Ammoniak, spaltet) beim Kochen 
nut Barvtlosung kein Ammoniak ab und gibt die Biuretreaktion. 

Diese Befunde sind durch Friinkel*?) um folgende ver- 
mehrt worden: 

1. Histidin treibt) sowohl aus Silber- wie aus Kupfer- 
arbonat Kohlensiiure aus unter Bildung leichtléslicher Salze: 
erhitzl man es iiber den Schmelzpunkt, so entweicht Kohlen- 


A. Kossel, Diese Zeitschrift. Bd. XXII, S. 182; Bd. XXV, 8. 192: 
Bd. NXVUIS. 383: Hedin. ebenda, Bd. XNII, S. 191; Kutscher, ebenda. 
Rd. XAVUE, S. 383: Bauer, ebenda, Bd. XXII. S. 285; Herzog, ebenda 
id. NNAVIID, S. 248 

Frinkel, Sitzungsber. d. Kais. Akad. d. Wiss. Wien, Bd. CNI, 


Miirz 1903 
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siure. Friinkel zieht daraus den Schlub, da Histidin eine 
Karboxvigruppe enthalte. 

2. Bei der Einwirkung von Natriumhypobromit oder -nitrit 
wird ein Stickstoffatom aus dem Molekiil als elementarer Stickstotl 
entfernt, und im letzteren Falle durch Sauerstoff ersetzt. Damit ist 
der Beweis erbracht, da Histidin eine primére Amingruppe enthiilt. 

3. Berm trocknen Erhitzen mit Kalk entwickelt) Histidin 
neben Ammoniak Diimpfe, die die Pyrrolreaktion geben: auberdem 
zeit es die Weidelsche Pyrimidinreaktion mit Chlorwasser 
und Ammoniak. 

Endlich fand er, dafii Histidin bestiindig gegen verdtinnte 
Salpetersiiure ist, ein Ergebnis, welches der Beobachtung von 
Herzog. dab Histidin durch schwefelsaure Permanganatlosung 
Baeyer-Willstatter) nicht angegriffen wird, entspricht. 

Mit gviitiger Erlaubnis von Herrn Prof. Kossel habe ich 
die Untersuchung des Histidins von neuem  aufgenommen. 
Z7uniichst war der Bewels zu erbringen ftir das Vorhandensein 
der von Frinkel auf Grund der WKohlensiureabspaltung an- 
eenommenen Karboxylgruppe, da die Spaltung nur dann hiitte 
beweisend sein kénnen, wenn es ihm eleichzeitig gelungen 
wire, den Ierbei aus dem Histidin hervorgehenden, um CO, 
armeren Rest zu isolieren. 

Den Beweis habe ich gefiihrt durch die Veresterung des 
Histidins mit Hilfe von Salzsiiure und Alkohol: und zwar wurde 
der Methylester dargestellt, der sich in Gestalt’ seines schon 
kristallisierenden Dichlorhydrates gewinnen lief. !) 

Weiterhin interessierte mich, nachdem Frinkel im 
Histidin die Existenz einer und nur einer primiiren Amingruppe 
nachvewiesen hatte, die Natur der beiden anderen Stickstoffatome. 

Ich lief zu diesem Zwecke auf Histidin Naphtalin-p-sulfo- 
chlorid in Anwesenheit von uberschiissiger Natronlauge einwirken, 
hachdem Benzoylchlorid zu keinem gut definierbaren Korper 
veltihrt hatte. 

' Auch das von Friinkel beschriebene Oxydesaminoliustidin, welehes 
(rotz der Behauptung seines Entdeckers, das es eine starke Siure set, 


befahigt ist, in konzentrierter Salzsiiure mit Platinchlorid ein Doppelsalz 


“U Dilden, lift siedi mit Alkohol und Salzsiiure esterilizieren 
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Man erhiilt hierbei eine sehr schwer I6sliche Verbindung, 
aus deren KEigenschaften und Analyse hervorgeht. dab an 
beide im Histidin enthaltene basische Stickstoffgruppen je em 
Naphtalinsulforest herangetreten ist. Daraus folgt, dali neben 
der primiren eine sekundire Amingruppe vorhanden ist. Das 
dritte Stickstoffatom diirfte aber wohl tertiar sein, da ein Eintritt 
eines weiteren Saurerestes auch bet Anwendung tiberschiissigen 
Sulfochiorids meht erfolgte. 

Das Verhéitnis von Wasserstoff zu Kohlenstoff und Stickstoft 
iin dem nach Abzug von CO, verbleibenden sauerstofffreien Reste 
(CH N,N, des Histidins ftihrt zu der Annahme von zwetl 
doppelten oder — was im vorliegenden Faile ausgeschlossen ist — 
emer dretfachen Bindung. Von diesen kann sich nur eine zwischen 
Kohlenstoff und Stickstoff befinden, denn das andre Stickstoff- 
atom trigt noch Wasserstoll, und eine Atomgrupplerung >C NH 
ist wegen der Bestiindigkeit des Histidins gegen kochende Siiuren 
und Barvtlosung ausgeschlossen. Die andere Doppelbindung hegt 
also zwischen zwel WKohlenstoffen. Die Bestiindigkeit des Histidins 
cegentiber saurer Permanganatlosung schlebt nun aus. dab die 
beiden Doppelbindungen anders als in’ einem Ringsysteme 
ungeordnet sind, eine Ansicht, die auch in den von Friinkel 
aufvestellten, mutmablichen Formeln ihren Ausdruck findet. 

Genannter hilt auf Grund der Weidelschen Reaktion 
den Beweis fiir erbracht, dali dem Histidin der Dihydropyrimidin- 
ring (siehe unten Formel |) zugrunde lege. 

Die Kigenschaften eines solehen sauerstolffreien Systems 
sind uns nun freilich noch unbekannt, dennoch glaube ich, 
daB man von demselben schon jetzt soviel voraussagen darf, 
dal} es ein Bestreben zeigen wird, bereits unter dem Einflusse 
velinder Oxydationsmittel in das wasserstoffarmere Pyrimidin 
iiberzugehen, ebenso wie Dihydropyridine (II.) und Dihydroben- 


Zole (H.) 
i. II. III. 


CHa 
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leicht zu Pyridinen bezw. Benzolen dehydriert werden konnen ; 
und ferner, dafi es nicht bestiindig gegen saure Permanganat- 
ljsung sein wird. Beides trifft jedoch beim Histidin nicht zu. 

Aber noch eine andere Eigenschaft des Histidins steht im 
Widers 


keit desselben, aufer dem an der Karboxylgruppe hafttenden 


ruche zu der Auffassung Friankels, nimlich die Fithig- 





Silberatom noch ein zweites, zweifellos den Wasserstoff der 
[midgruppe substituierendes Silberatom aufzunehmen.  Hierzu 
sollte der oben erwithnte Dihydropyridinring (1f.), da sem Imid 
das des noch unbekannten Dihydropyvrimidins an Aziditit iiber- 
treffen mite (Pyrrol ist weniger basisch, als Imidazol), in 
erhOhtem Grade befihigt sein. Das ist aber nicht der Fall. *) 
Zwei durch eine CH,-Gruppe voneinander getrennte Doppel- 
bindungen sind eben nicht imstande, den Wasserstoff der von 
innen eingefabten NH- oder CH,-Gruppen geniigend beweglich 
zu machen, sodas Ersatz desselben durch Metall stattfinden 
kann:?) das sind sie vielmehr nur dann, wenn sie ,,koniugiert’*, 3) 
d. h. direkt untereinander verbunden sind, wie z. B. in) dem 
Svstem — CH=CH—CH = CH 

So kann im Cyclopentadien (1.),4) im = Pyrrol (IL), im 
Pyrazol (II.) und im Imidazol (IV.) Wasserstoff einer CH,- 
bezw. NH-Gruppe durch Metall (Me) ersetzt werden: 


l UL. UII. IV. 
HC——CH HCG——CH  HC-—--CH N——CH 
HC CH HC OCH NCH HC. CH 

ar = ». ff Pi 
CH - Me N- Me N- Me Ns Me 


Somit diirfte fiir das Histidin, da von den beiden zwei 
Stickstoffe in ringformiger Bindung (die Imidgruppe mul sich 
nach dem Dargelegsten ebenfalls im Ringe betinden, wenn ihr 
H durch Ag ersetzbar sein soll) enthaltenden Systemen (III. 


Vel. Hantzsch, Ann. d. Chemie, Bd. 215, 3. 46; siehe auch 
Anm, 2). 
*) Vel. Duden und Freydag, Ber. d. chem. Ges., Bd. 36. S. 946 
1903). . 
Thiele, Ann. d. Chemie, Bd. 306, S. 90: vel. Ber. der chem. 
Ges.. Bd. 33, S. 666 (1900). 


4) Thiele. Ber. d. chem. Ges.. Bd. 34. S. 68 (1902), 


_—~ 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, XLII. 
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und IV.) der Pvrazolring bei einer im TierkOrper aufgefundenen 
Substanz wohl auber Diskussion steht. nur der Imidazol- 





oder Glyoxalinring in Frage kommen. 
In der Tat erweist’ sich das Histidin auch in seinem 
ibrigen Verhalten als ein Imidazolderivat.  Hierzu) gehort = in : 


erster Linie seine Bestiindigkeit gegen saure, seine Empfind- 


Fa) 


—_ 


lichkeit gegen alkalische Oxydationsmittel, eine Erscheinung, 
die von Pinner und Sehwarz!) bei der Eroérterung der 
Konstitution des Pilocarpins als charakteristisch fiir das Imidazol 
hingestellt wird. Ebenso typisch scheint mir zu sein, dab seine 
lmidgruppe neben der schwach sauren zugleich schwach basische 
Funktion zeigt. Dies folet daraus, da deren Wasserstoffatom 
inittels Halogenalkylen oder Chloressigester direkt, also ohne 
vorher durch Metall substitwert zu sein, durch Alkyl oder den 
Rest -CH,CO.K ersetzbar ist. Somit steht die von mir gemachte 
Beobachtung, dab ber der Behandlung des Histidins mit Naph- 
talin-B-sulfochlorid und Natronlauge ein zweiter Acidylrest an 
die sonst durch Silber ersetzbare Imidgruppe tritt, in vollkommener 
Ubereinstimmunge mit dem soeben dargelegten Verhalten des 
Imidazols als Base. 

Dieser Eigentiimlichkeit seiner Imidgruppe verdankt das 
Histidin wohl auch seine Fiihigkeit, sich ebenso, wie das 
lmiidazol,?) das Pyrrol®) und das Cyclopentadien, *) mit Diazonium- 
salzen zu Farbkorpern zu verkuppeln.®)  Versetzt man eine 

Ber. d. chem. Ges., Bd. 35, S. 2448 (1902). 

7) Rung u. Behrend, Ann. d. Chemie, Bd. 271, 8.28. Vel. Burian, 
ber. d. chem. Ges., Bd. 37, 5. 696 (19083). 

)O. Fischer u. Hepp, Ber. d. chem. Ges., Bd. 19, 5. 2251 (1886 

4) KFibner, Ber. d. chem. Ges., Bd. 36, 8. 2692 (1902). 

Die Verbindungen aus Imidazolen mit Diazoniumsalzen wurden 
bisher immer als Diazoamidoverbindungen angesprochen. Mir scheint in 


Ansehung ihrer Bestiindigkeit in) saurer L6sune die Modeglichkeit nicht 





ausgeschlossen, dafs in ihnen, ahnlich wie beim Pyrrol, echte Azokérpe 


etwa vom Typus 


N CH 


NH 


vorliegen 


Bemerkt sei noch, daf§K man sich hiiten muf. die Diazoreaktion 
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sodaalkalische Losung von Histidin mit Diazobenzolsulfosiiure, 
so erhilt man einen Farbstoff, der in saurer LOsung rein orange, 
in alkalischer dunkelkirsehrot gefiirbt ist. Da keiner der 
iibrigen untersuchten Eiweifspaltkorper, mit Aus- 
hahme des Tyrosins, eine solche Fiirbung gibt, so 
haben wir in dieser Reaktion ein empfindliches und 
wertvolles Mittel, um Histidin bei Abwesenheit von 
Tyrosin zu erkennen, und zwar nicht allein in Ge- 
mischen mit anderen FEiweifbspaltkorpern, sondern 
auch in den urspringlichen Eiweibkorpern, in denen 
es noch mit anderen Gruppen verkettet Ist. 

Fiir die Beurteilung der Art, wie der Imidazolring, die 
Amidogruppe, das WKarboxv! und das ftinfte und secliste 
Kohlenstoffatom im Histidin miteinander verkniipft sind, legen 
aufer der Tatsache, dai Histidin optisch aktiv ist und somit 
asymmetrischen Kohlenstoff enthilt, noch keine Anhaltspunkte 
vor, wenn man nicht etwa die deutliche Bildung von Pyrrol 
beim trocknen Erhitzen von Histidin zugunsten der Atomreihe 
N-C C.C.C.N deuten will. Liige hierzu eine Berechtiguneg 
vor. so konnte man daran denken, dem Histidin in Ansehung 
seiner nahen Verwandtschaft mit dem <Arginin eine diesem 
analoge Atomverkettung zuzuschreiben, wie sich das z. B. in 
folgenden Formeln ausdrickt: 


CH—N, CH, Ne 
/CH uw C. NH, 
if ri 
C NH CH, HN 
CH, CH, 
CH - NH, CH- NH, 
COOH COOL 
Histidin (? Arginin. 


Kine solehe Histidinformel hiitte u. a. das fiir sich. dal 


etwa allgemein zur Unterscheidung des Imidazolringes vom Pyrimidin- 
ring zu verwerten. Dazu ist sie wahrscheinlich nur bei sauerstofffreien 
Systemen geeignet, denn sauerstoffhaltige Pyrimidine, wie z. B. das 
t-Methvluracil, treten mit Diazoniumsalzen mitunter auch zu Farbstoffen 
zusammen, 
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sie eine Erkliirung fiir die von Friinkel beobachtete W eidelsche 
Reaktion — die nach meinen Beobachtungen trotz eenauer 
Kinhaltung der gegebenen Bedingungen nicht mit der Ein- 
deutigkeit auftritt, wie F. angibt — bieten kénnte. Man braucht 
nidmlich nur anzunehmen, dafi unter der energischen Wirkung 
des Chlors das u-Kohlenstoffatom von demjenigen N-Atom, mit 
dem es in der obigen Forme! doppelgebunden geschrieben ist, 
sich loslést und nunmehr mit der freien Amidogruppe = sich 
verknuipft, so ist die Moglichkeit zur Entstehung eines Pyrimidin- 
kerns und damit zur W eidelschen Reaktion, wenn man tberhaupt 
derselben grofen diagnostischen Wert beimessen will. gegeben. 


Darstellung des Histidins. 


Fir die Gewinnune des wertvollen Ausgangsmateriales 
erwies sich das von A. Kossel angegebene Quecksilberchlorid- 
Verfahren in der von Friinkel benutzten Form als recht geeignet. 
Man braucht indessen, wie ich in Gemeinschaft mit Herrn 
Dr. Weber fand, nicht von reinem Hiimoglobin auszugehen, 
sondern kann ohne weiteres Rohblut verwenden, das man 
direkt mit gasfOrmiger Salzsiiure siittigt und bis zur vollstindigen 
Losune im Olbade kocht. Dann verdiinnt man die Fliissigkeit 
mit etwa dem Fiinffachen ihres Volumens Wasser, neutralisier' 
bis zur schwach sauren Reaktion mit Kristallsoda, filtriert von 
dem ausgefallenen Blutfarbstoff ab und fallt das Histidin aus 
der fast farblosen L6sung mit Sublimat. Zur Fillung geniigt 
etwa !/, der von Frinkel angegebenen Menge. Es fallen stets 
kleine Mengen Tvrosin mit nieder. Die Ausbeute entspricht 


ungefiihr der angegebenen. 


Histidinmethyvlesterdichlorhydrat. 


Je 2—3 ¢ Histidinmonochlorhydrat wurden bei 140° 
von Kristallwasser befreit. und mit) 50 > cem Methylalkohol 
iibergossen, der dann unter Einleiten trocknen Salzsiiuregases 
auf dem Wasserbade am RiicktluBkiihler gekocht wurde. Das 
am Boden liegende Salz geht zuniichst zum Teil rasch = in 
Losung, bald aber fillt ein schwerlosliches Salz statt dessen 
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aus. Darauf kocht man noch mehrere Stunden, eventuell unter 
Zusatz einer kleinen Menge Holzgeist, bis klare Loésung  ein- 
getreten ist, destilliert den Alkohol — zum Schlub im Vaéuum — 
moglichst vollstiindig ab, lOst den Riickstand in 20 cem Holz- 
geist, kocht auf und fallt aus der erkalteten Losung das Dichlorid 
durch trocknen Aether. Es schliigt sich hierbei zuniichst in 
Oltropfen nieder, wird aber bald kristallinisech. Aus Holzgeist 
kristallisiert das Salz in flachen Prismen, die spielend leicht 
ldslich in Wasser sind und bei 196° (unkorr.) unter starkem 
Aufschitumen schmelzen. Ber 100° getrocknete Substanz gab 
folgende Zahlen bei der Analyse. 


0.3353 g gaben 0,3944 ¢ AgCl; 


0.2289 » > O1090 » H,O und 0,2908 ¢ CO,. 
Berechnet fiir C,H.N, - CO .CH,, 2 HCI: 
C 34.71% 0 H 5,370 Cl] 29,34 %o 


Gefunden: 
C. 34,6-42/0 H 5,29°/o Cl 29,10 °/o 

Uber die kristallographischen Verhiiltnisse des Kérpers 
macht Herr Privatdozent Dr. Schwantke in Marburg folgende 
Mitteilungen: 

Kristallform rhombisch, tetraedrisch (sphenoidisch), he- 
miedrisch. Die Kristalle sind die Kombination eines rhombischen 
Prismas mit einem Tetraeder. Der Prismenwinkel  betriigt 
etwa 8)°, der Winkel des Tetraeders 111:111 etwa 72° 
(Normalenwinkel). Schnitte nach der Basis zeigen das Axenbild. 
Axenwinkel ziemlich grof. Doppelbrechung stark. » 

Die freie Esterbase  scheidet sich beim Versetzen 
konzentrierter wisseriger Losungen des Dichlorids mit festem 
Kaliumkarbonat als dickfliissiges Ol ab, das einen an Pyrrolidin- 
karbonsiiureester und zugleich an Acetamid erinnernden Ge- 
ruch besitzt. 

Dinaphtalin-f-sulfo-histidin. 

| g Histidinchlorhydrat wurde in 10 cem Wasser gelést 
und mit 5 ccm einer 10°/oigen Natronlauge versetzt. Die so 
erhaitene Fliissigkeit wurde unter nachtriiglichem Zusatz von 
je dreimal 3 ecm derselben Natronlauge mit einer Losung von 


8 @ Naphtalin-f-sulfochlorid in 15 cem Ather 4% Stunden lang 
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auf der Maschine durchgeschiittelt.!) Nach dieser Zeit hatten 
sich reichliche Mengen weifer, klumpiger Massen abgeschieden. 
Darauf wurde die Fltissigkeit mit 20 cem einer 10°/oigen 
Salzsiiure angesiuert und mehrmals ausgeiithert. Der abgesaugte 
und getrocknete Niederschlag wog 2 ¢. Er wurde aus 60°/oigem 
Alkohol umkristallisiert, von dem 200 eem in der Siedehitze 
ca. 1 @. in der Wiilte ca. 0.25 ¢ der Substanz ldsen.  Atlas- 
gliinzende, feine, verfilzte Naidelchen, leicht l6shch in Eisessig, 
schwerer in Alkohol, fast unléslich in Wasser. Der Analyse 
nach enthiilt die Verbindung zwei Naphtalinsulforeste, was 
sowohl thre Sehwerléslichkeit in Alkohol, als auch ihr Unver- 
mogen, sich in starker Salzsiiture unter Salzbildung zu lOsen, 
erkliirt. Dagegen wird der Korper von Alkalien leicht auf- 
renommen, Er sintert bei 140° und sehmilzt ber 149—150° 
unkorr.) zu emer gelbbraunen, blasenwerfenden, ziihen Masse 


ZUsalnimMen., 


0.2570 ¢ Substanz gaben 0.0963 ¢ HO und 0.5471 ¢ CO, 
JPrec hnet fur CoH.-st Din, : 
C 98,32 %/o H 3.92 %o 


(ivefunden: 
C 98.06" 5 H 4.13 °/0 


Fir Mononaphtalinsulfolistidin berechnet sich 55.65%. G und 4.3520 HL. 


Die Diazoreaktion des Histidins. 

Von den bekannten Diazontumverbindungen eignet— sich 
zur Kuppelung mit Histidin am besten die Diazobenzolsulfo- 
siiure, die auch von anderer Seite fiir derartige Farbreaktionen 
hereits empfohlen worden ist (Ehrlich, Burtan). Es ist zweck- 
miibig, die Siure vor dem Gebrauch jedesmal frisch darzu- 
stellen, weil dltere Praparate oft an Wirksamkeit sehr ein- 
biifen. Nach folgender Vorschrift erhilt man sie im Reagens- 
rohre leicht und ohne Zeitverlust : 

2 ¢ feingepulverte Sulfanilsiiure werden mit 3 ccm Wasser 
und 2 ccm konzentrierter Salzsiiure zu einem Breil geschiittelt 
und in kleinen Portionen innerhalb einer Minute mit einer 
Losung von 1 ¢ frschem Waliumnitrit in| 1—2 cem Wasser 
versetzt, wober nach jedem Zusatz mit kallem Wasser gekiihil 


7" 


') Eo Fischeru. Bergell, Ber. d. chem. Ges... Bd. 35. S. 3779 (1902). 


ee 











a 











ae 
pie 
4 
ana 
z 
Re 
Le, 
Sq 
Ey 





Uber die Konstitution des Histidins. I. O17 


wird. Die Sulfanilsiiure geht grobtenteils rasch in Losung und 
an ihre Stelle tritt alsbald ein dichter, weiber, kristallinischer 
Niederschlag Von Diazobenzolsulfosiiure, der nach einigen Minuten 
abeesauget und mit wenig Wasser ausgewaschen wird. Unver- 
‘iinderte Sulfanilsiiture beeintriichtigt die Reaktion nicht. 

Die Prifung auf Histidin geschieht nun in der Weise, dab 
man sich zuniichst mit Hilfe des Millonschen Reagens von 
der Abwesenheit von Tyrosin tiberzeugt. Man versetzt dann 
die zu pritfende Lisung bis zum Uberschuf mit Sodalésung - 
die sich wegen der leicht erfolgenden Umlagerung der Diazonium- 
salze in [sodiazokorper mehr emptiehlt als Natronlauge — und 
fiigt 3—pd cem einer unmittelbar vorher bereiteten sodaalkalischen 
Losung von einigen Zentigrammen Diazobenzosulfosiiture hinzu. 
Nach Verlauf von lingstens drei Minuten, gewohnlich aber sofort, 
tritt eine dunkelkirschrote Fiirbune auf, die selbst beim Ver- 
diinnen mit der vielfachen Menge Wasser ihren roten Ton behiill 
und nicht gelbstichig wird. Beim Ansiiuren schliigt die Farbe in ein 
reines Orange um. (Im Gegensatz dazu ist die Diazofiirbung dex 
Tyrosins in Soda im Verhaltnis weniger tiefrot, wird beim Ver- 
diinnen etwas gelbstichig und geht in unreines Gelbrot tiber, beim 
Ansiiuern wird sie bronzegelb bis schmutzig goldgelb: doch kann 
man die Farbungen des Tyrosins von denen des Histidins nicht 
leicht sicher unterscheiden). Die Empfindlichkeitsgrenze fiir die 
sodaalkalische Histidinreaktion liegt unterhalb einer Verdiinnung 
von 1: 100000 (blasses Hellrot): ber 1: 20000 ist die Farbung 
in dickeren Schichten noch als dunkelkirschrot zu bezeichnen. 
Die Farbstoffe aus Tyrosin und Histidin besitzen eine nur 
geringe Affinitiit zur Faser im sauren Bade. 

Im Gegensatz zu Histidin und Tvrosin vermag kein anderer 
der von mir untersuchten Eiweifspaltk6rper mit Diazobenzol- 
sulfosiiture echte Farbstoffbildung einzugehen. Es geben zwar 
fast alle in Sodalésung zitronengelbe bis sattgoldge!be Fiirbungen, 
doch verschwinden dieselben beim Verdiinnen und beim Ansiiuern, 
wihrend die Histidin- und Tyrosinfiirbungen auch bei Wasserbad- 
temperatur siiurebestindig sind. Derartige Fiirbungen gaben 
Glykokoll, Alanin, Leucin, a-Amidovaleriansiiure, Serin, Lysin, 
Ornithin, Arginin, Asparagin, Glutaminsiiure, Cystin und Hippur- 
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siiure, wihrend bei Pyrrolidin-a-Karbonsaure und Tryptophan 
keine Reaktion erfolgte. (Glukosamin, Phenylalanin und Oxy- 
pyrrolidinkarbonsiiure standen mir nicht zu Gebote, ebensowenig 
die neuen von Skraup |bBer. d. deutsch. chem. Ges., Bd. 37, 
S. 1596) aufgefundenen Spaltkorper, doch ist kaum anzunehmen, 
daf} unter diesen eine Ausnahme vorkommt.) 

ln der Diazoreaktion haben wir ein scharfes Priifungs- 
mittel, ob EiweiBspaltkorper noch durch Spuren von Histidin 
oder Tyrosin verunreinigt sind oder nicht, da dieselbe speziell 
da noch deutliche Reaktion gibt, wo «Millon» fast versagt. 

lhre grote Bedeutung scheint aber darin zu legen, dal 
sie auch Histidin und Tyrosin in eiweifbartiger Bindung anzu- 
zeigen vermag. So trat sie bei allen bisher gepriiften Eiweif- 
kOrpern auf, aus denen Histidin bezw. Tyrosin isoliert worden 
sind, wiithrend sie bei andern, in denen diese Korper nicht auf- 
gefunden werden konnten, versagte, wie folgende Tabelle zeigt : 





a ee 'Histidin')) Tyrosin 
Miweikkorper 


Millon | Diazoreaktion 








Le a ae ae ae 12,9 0 — —~ 
Histon (Dorsch). 2... . ? ? -- | + 
| 
Histon (Thymus vom Hammel) 121 6.351 + - kirschrot 
BOCSUM 4s 4 8 ew ew GS 2.19 2,13 - on 
OO ae ee ae ee 2.6 £5 ote ~1- 

Salm ee ae ae ee ee () 0 _ so . 
umm bla 
ety | — nn ne 0 () om -; zitronen- 
gselh 

Ciepem ok ek te Ke () ) - — ; 
Protamin- oder histonartiger 
a vit on Toatikec] — 
Korper a seen Pestikeln | . — selb mit rot- 
V sphaerechinus spec, r : . eas 
eels tae ater 5 erkennbar lichem Stich 
deutliche 
‘vclonte (Seehase) () 8.3 ; rotorange 
Cyclopterin (Seehase) .. ” Ragktion ‘ 


Is ist mir eine angenehme Pflicht, auch an dieser Stelle 
Herrn Prof. Kossel fiir sein liebenswiirdiges Entgegenkommen 
und das lebhafte Interesse, das er an der Arbeit nahm, meinen 
herzlichsten Dank auszusprechen. 


') Nach Cohnheim, Chemie d. Eiweifkérper, Braunschweig 194 
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Uber das Nucleoproteid der Leber. 
ll. Mitteilung. 


Von 
J. Wohlgemuth. 


Aus dem chemischen Laboratorium des Pathologischen Instituts zu Berlin 


(Der Redaktion zugegangen am 6. August 1904) 


Bei der grofben Rolle, welche der Leber im Haushalt des 
Korpers zufallt, und bei den ausgedehnten und komplizierten 
chemischen Prozessen, die sich in ihr abspielen, sollte man 
annehmen, dali das Nucleoproteid dieses Organes in allererster 
Linie das Interesse der Physiologen auf sich gelenkt  hiitte. 
Und doch ist von ihm am allerwenigsten bekannt, so wenig, 
dafs Cohnheim in der neuesten Auflage seines Buehes, «Chemie 
der Eiweibkorper», es nicht einmal besonders erwiihnt. 

Ich habe nun vor Jahresfrist in der ersten Mitteilung!) 
liber die Natur der in dem Nucleoproteid enthaltenen Pentose 
(Xylose) berichtet. Der vorliegende Teil beschiiftigt sich mit 
dem Gehalt an Xanthinkorpern, und in einer demniichst  er- 
scheinenden dritten Mitteilung sollen itiber die Mono- und Diamino- 
siiuren, aus denen sich hauptsiichlich das Leberproteid zusammen- 
setzt, nihere Angaben gemacht werden. 

Zur Beschaffung des erforderlichen Materials wurde = in 
ganz derselben Weise verfahren wie friiher: MoOglichst frische 
Rinderleber wurde fein zerkleinert, mehrmals mit Wasser aus- 
gekocht und aus siimtlichen vereinigten Extrakten das Proteid 
mittels Essigsiiure ausgefillt. Durch lingeres Stehen unter 
absolutem Alkohol, der hiiufig gewechselt wurde, und unter 
Ather wurde der Niederschlag von den etwa anhaftenden Spuren 
von Fett befreit und dann zur Keinigung in Natriumkarbonat 


J. Wohlgemuth, Diese Zeitschrift, Bd. XXXVIL, S. 475, 1903, 
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gelost und mit verdiinnter Essigsiiure gefallt. Danach zeigte 
die Substanz einen Phosphorgehalt von 2,95°/o. Es wurde nun 
versucht, durch abermatiges Loosen in verdiinntem Natrium- 
karbonat und Fiillen mit wepig Essigsiure den Phosphorgehalt 
zu steigern. Er betrug danach 3.09°%/o. Weiteres Fortsetzen 
dieser Manipulation war ohne Erfolg; der Gehalt der Substanz 
an Phosphor betrug nach der dritten Behandlung mit Soda und 
Essivsiiure 3,05°/o. Es wurde nun die ganze Menve auf zahl- 
reiche kleine Portionen verteilt und zweimal hintereinander in 
derselben Weise behandelt, dann mehrere Wochen unter Alkoho! 
und Ather gehalten und. schlieBlich bei ca. 60° getrocknet. 
Dargestellt wurden auf diese Weise 140 g Nucleoproteid : dazu 
waren DO ke Rinderleber erforderlich, sodaf nicht ganz 3 ¢ 
eereinigten Proteids einem Kilo Leber entsprachen, ine Probe 
des Materials leferte folgende Analysenwerte: 


O3274 ¢ Substanz 0.0058 ¢ Asche!) — 0.3216 ¢ aschefreie Substanz 
gaben 0.5333 ¢ CO, und 0.1656 ¢ HO 
© (im aschefreien Priparat) = 45,22°/o 
H ; = §,72/o 
O5228 ¢ Substanz 0.0044 ¢ Asche!) -+ 0.318% © aschefreie Substanz 
caben 46.2 cem N bei 189 u. 756 mm 
N (im aschefreien Priiparat) = 16,67°/o 
0.2212 ¢ Substanz heferten Barvumsulfat 0.0134 ¢; S = 0,687°/o 
O21 Pyrophosphat = 0,0231 » P 3,06 °/o 


Zur Darstellung der Nanthinbasen wurden 50 ©& der Sub- 
stanz nach Vorsehrift von Kossel?) mit 500 eem einer 1° oigen 
Schwefelsiurel6sung am Riekflubkiihler 3 Stunden erhitzt. Die 
Kliissigkeit wurde noch heiB im Ubersehu’ mit pulverisiertem 
Barvt versetzt, vom Barvumsulfat abgesaugt, der Riickstand 
mehrmals mit heibem Wasser ausgekocht und siimtliche Filtrate 
auf ein Volumen von 500 cem eingeengt. Nachdem der in 
Losung gegangene Baryt durch Kohlensiiure entfernt war, wurde 
die Lésung, die durch Einengen auf das Volumen von 300 cem 
cebracht war, mit Ammoniak im Uberschu® versetzt und dann 
mit ammoniakalischer Silberlésung gefillt. Die Menge des 
Silberniederschlages war recht betriichtliech: er wurde von der 

lm Schiffehen gewogen. 
Kossel, Diese Zeitschrift, Bd. VIII, S. 405, 1884. 
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Losung abfiltriert, mit destilllertem Wasser sorefiltig gewaschen 
und dann bei Wasserbadtemperatur mit verdiinnter Salzsiiure 
<0 lange erwiirmt, bis vollstiindige Umsetzung erfolet war. Nach 
Zusatz eines Uberschusses von Salzsiiure wurde vom Chlor- 
silber abfiltriert und der Riickstand mehrmals mit heiber, ver- 
diinnter Salzsiiture ausgewaschen. Die weitere Verarbeitung 
geschah nun nach dem sehr bequemen Verfahren von Kriiger 
und Salomon.!) Das gesamte Filtrat wurde zur Vertreibune 
der Salzsiiure auf dem Wasserbad unter bestiindigem Ersetzen 
der verdampften Fliissigkeit durch Alkohol mehrmals zur Trockene 
eingedampft, bis der Riickstand grobpulverig geworden war. 
dann mit Wasser bei 50° digertert, nach mehrstiindigem Stehen 
abfiltriert, mit Wasser und dann mit Alkohol und Ather ge- 
waschen. Der Riickstand («XNanthinfraktion») sollte das Nanthin, 
das Filtrat («Hypoxanthinfraktion») das Guanin, Adenin und 
Hypoxanthin enthalten. 

“Zur Darstellung des Nanthins wurde der Riiekstand in 
der mehrfachen Menge 3,.3°/oiger Natronlauge heib gelost und 
2% Stunden stehen gelassen, ohne dal dabei ein Niederschlag 
auftrat. Die alkalische L6sung wurde in ein vorher aufge- 
kochtes kaltes Gemisch von 20 ccm konzentrierter Salpeter- 
siure und 20 cem Wasser langsam eingetragen, wobei starke 
Krwarmung eintrat, und schon nach einstiindigem Stehen hatt 
sich salpetersaures Xanthin in) nicht unbetriichtlicher Menge 
ausgeschieden. Zur Reinigung wurde die Substanz in Ammoniak 
gelost, zweimal mit Knoechenkohle behandelt und dann die 
ammoniakalische Losung verdampft. Der Riickstand war rcines 
Xanthin; als solches charakterisiert wurde es mittels der Chlor- 
kalkprobe, der Weidelschen Reaktion und der Stickstofl- 
bestimmung. Die Ausbeute betrug O.3S831 @. 

U,09S5 g Substanz (bei 150° getrocknet) verbrauchten nach Kjeldah| 
12.8 cem '/; N.-H,SO, 36,68 %o N 
Berechnet fiir C,H,O,N, = 36.8 %o 

Die Mutterlauge des Xanthins enthielt’ nur noch Spuren 

von Stickstoff und konnte deshalb vernachliissigt werden. 


Kriger und Salomon, Diese Zeitschrift. Bd. XXVI, S. 350 
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Die Verarbeitung der «Hypoxanthinfraktion» geschah in 
folgender Weise: Das salzsaure Filtrat wurde in geringem 
Uberschufi mit Ammoniak versetzt: es fiel dabei das Guanin 
aus, das nach 2¢stiindigem Stehen abgesaugt wurde. Um den 
Niederschlag noch von etwaigen Beimengungen zu_ trennen, 
wurde er mehrere Stunden mit verdiinntem Ammoniak digeriert, 
davon abfiltriert, in Natronlauge gelost und mit wenig Essig- 
siiure wieder ausgefallt. Die Ausbeute betrug 0,432 g. Iden- 
tifiziert als solches wurde es mittels der Probe mit Salpeter- 
siiure -- Natronlauge — tvpisch blauviolette Fiirbung, die aut! 
Zusatz von Wasser wieder verschwand und bel abermaligem 
Verdampfen wiederkehrte — und der Stickstoffbestimmung. 
0.0953 ¢ Substanz (bei 120° getrocknet) siattigten 15,7 ccm 's5 N.-H,SO, 

465,18°/o N 
Berechnet fiir C,N,H.0 = 46,36 °/0 

Siimtliche ammoniakhaltigen Ausziige wurden zur Ver- 
treibung des Ammoniaks auf dem Wasserbad mehrmals— ein- 
geengt, unter Ersatz des verdampften Wassers, dann in der 
Kiilte mit 1,1°/oiger Pikrinsiiurelésung in geringem Uberschul 
versetzt und der Niederschlag sofort abgesaugt. Nach ein- 
maligem Umkristallisieren zeigte er den Schmelzpunkt von 279°. 
war also vollkommen reines Adeninpikrat. Die Ausbeute betrug 
OM SS80D — 0.32% ¢ freies Adenin. Zu dem zuriickgebliebenen 
Filtrat wurde noch ein Uberschu§ von Pikrinsiiure zugesetzt 
und 48 Stunden stehen gelassen. Dabei schied sich das Hypo- 
xanthinpikrat) aus. Dasselbe wurde in Salpetersaure gelost, 
mit Benzol von der Pikrinsaiure befreit und so in das Hypo- 
xanthinnitrat iibergefiihrt. Erhalten) wurden 0,504 ¢. 9 Zur 
Identifizierung diente die Kristallform (wetzsteinfOormig) und 
wiederum die Stickstoffbestimmune. 


QO1095 ¢g Substanz verloren bei 105° 00090 g¢ = 813°. H,O 
Berechnet fiir C,H,N,O-HNO,--H,O == 8,29" 0 
und verbrauchten nach Kjeldahl 12,4 cem '/5 N.-H,SO, = 32,08°/o N 


Berechnet fiir C,H,N,O- HNO, +-H,O = 32,269, 

Wenn man nun noch eimnmal die gewonnenen Resultate 
zusammenstellt, so sind an Xanthinbasen aus 50 @ Leber- 
nucleoproteid isoliert’ worden : 
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Xanthin O.3831 ¢ 
Gruanin = ().432 
Adenin OB24  » 
Hypoxanthin 0.504 


Bekanntlich setzt sich nun ein Nucleoproteid zusammen 
aus dem Eiweib- resp. Histon- und dem Nucleinsaiurekomplex. 
Unser Nucleoproteid hat einen Phosphorgehalt) von 3.06") 0 
Die Nucleinsaure aus der Leber, welche Levene!) darstellte. 
enthalt 8,08°/o Phosphor. Demnach wiren im Leberproteid 
ungefiihr zwei Teile Eiweifi resp. Histon und ein Teil Nuelein- 
<iiure enthalten, und es wiiren bei der Verarbeitung von 50 ¢ 


' 
' 
i 


rotein ca. 17 @ Nucleinsiure zugegen gewesen. Legt man 





diese Zahlen den gefundenen Mengen an Xanthinbasen = zu- 
srunde, so sind in 100 ¢ Nucleinsiiure der Leber enthalten: 


an Xanthin == 2.2536 ¢ 
Guanin 2.0402 » 

» Adenin 1.9051 

>» Hypoxanthin = 1.7875 


Diese Zahlen, verglichen mit den Werten, die Steudel?) 





fiir die Nanthinbasen der Thymusnucleinsiure angibt, zeigen, 
dab die Lebernucleinsiiure entschieden reicher daran ist) als 
jene, speziell reicher an Guanin und Xanthin, dagegen jirmer 
an Adenin: die Hypoxanthinmengen halten sich in fast gleichen 
Grenzen. 


') Levene, Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, S. 134, 1903. 
*) Steudel. Diese Zeitschrift. Bd. XLII S. 163, 1904. 











Der Nachweis von Aminosauren im Harne. 
Von 
Emil Abderhalden und Lewellys F. Barker, Universitat Chicago 


(Aus dem I. chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am &. August 1904.) 


Mit Hilfe der B-Naphtalinsulforeaktion gelingt es, wie be- 
veits mehrfach hervorgehoben worden ist,}) tn pathologischen 
Harnen selbst kleine Mengen von Aminosiuren aufzufinden und 
zu identifizieren. Diese Methode versagt aber dann, wenn gleich- 
zeitig eine erOBbere Anzahl verschiedener Aminosiiuren im Harne 
vorhanden ist. fs gelingt in diesen Fiillen nicht, die Gemische 
so zu trennen, dali analysenreine Produkte erhalten werden, 
wohl aber gibt die Methode durch die erhaltenen Anniiherungs- 
werte Auskunft tiber die Art der isolierten Produkte, speziell 
kann man mit thr die Frage entsecheiden, ob einfache Amino- 
siiuren oder hohere Komplexe vorhanden sind. Fur die lsolerung 
der einzelnen Aminosiiuren erwies sich uns die Ubertragung 
der Fischerschen Veresterungsmethode?) von grobem Vorteil. 
Ks gelang uns mit Hilfe derselben, aus Harn von mit Phosphor 
vergifteten Hunden Glykokoll und Leucin direkt nachzuweisen, 
ferner wurde durch den Nachweis des Phenylacetaldehyd- 
Geruches?) Phenylalanin festgestellt. Neben dem Leucin war 
noch eine sib schmeckende, in absolutem Alkohol unlésliche 
Aminositure vorhanden, deren Menge eine Identifizierung leider 
nicht gestattete. 

'y Emil Abderhalden, Famihiire Cystindiathese, Diese Zeit- 

schrift, Bd. AAXAVIIL, S. 557, 1903. 
Kimil Abderhalden und Peter Bergell, Der Abbau der 
Peptide im Organismus, Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, 5.9, 19053. 
Emil Abderhalden und Peter Bergell, Uber das Auftreten 
von Monoaminosiiuren im Harn von Kaninchen nach Phosphor- 
vergiftung, Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, S. 464, 1903. 
‘) Emil Fischer, Uber die Hydrolyse des Caseins durch Salz- 


siiure, Diese Zeitschrift, Bd. XANNUDL S. 151, 1901. 























Der Nachweis von Aminosiiuren im Harne. Jl) 


Experimenteller Teil. 


Zwei 6 Wochen alte Hunde erhielten 4 Tage nacheinander 
je 1 mg Phosphor subkutan als Oleum phosphoratum. Der in 
dieser Zeit gesammelte Harn wurde filtriert, und nachdem die 
Abwesenheit von Eiweib festgestellt worden war, mit B-Naphta- 
linsulfochlorid in der gewohnten Weise geschiittelt. Es sehied 
sich dabei eine geringe Menge eines Salzes direkt aus. Das 
Vorhandensein der Millonschen Reaktion des gesammelten 
Urins macht es wahrschemlich, dai das Natriumsalz des Di- 
naphtalinsulfotyrosins. vorlag. Das ausgeschiedene Salz wurde 
abfiltriert. und das Filtrat angesiiuert. Hierbei fiel ein ziemlich 
bhedeutender Niederschlag aus. der sich beim Aussehiitteln mit 
Ather zum erdften Teil in demseliben liste. Bein Abdunsten 
desselben hinterblieb eine zum Teil kristallinische, zum Teil 
Olive Masse, welche nach lKingerem Stehen im Eisschranke 
vollig erstarrte. Nach mehrmaligem Umfiillen aus Normalnatron- 
lauge mit Saéure wurde schlieblich eine gegen 65° (korr.) schmel- 
zende, kristallinische Verbindung erhalten, deren Analvsenzahlen 
auf s-Naphtalinsulfo-Leucin hinweisen. Zur Analyse wurde im 
Vacuumexsikkator getrocknet. 

O.1001 ¢ Substanz gaben 0.2061 ¢ CO, und 0.0601 ¢ HO 
H,,O,NS -+ H,O: 56.63°/0 C und 6.19°/o H 

Gefunden: 56.152) » > 6.67% 0 


berechnet fiir C,, 

Die in Ather unlisliche B-Naphtalinsulfoverbindang konnte 
nicht zur Kristallisation gebracht werden. 

250 eem Harn von denselben Versuchstieren wurden, 
nachdem die Abwesenheit von Eiweilh festgestellt worden war, 
eingeengt, wobei sich Tyrosin ausschied, nach dessen Ent- 
fernung der Harn vollstiindig bei 40° unter vermindertem Druck 
eingedamptt wurde. Der Riickstand wurde hierauf mit 150 com 
absolutem Alkohol tibergossen und Salzsiiure bis zur Sittigung 
eingeleitet. Der Riickstand léste sich hierbei zum gréften Teil 
auf. Von den ausgeschiedenen Salzen wurde abfiltriert, das 
Filtrat wieder eingeengt, mehrmals mit 150 ccm Alkohol iiber- 
gossen und wieder Salzsiiure bis zur Siittigung eingeleitet. Nach 
mehrmaligem Einengen wurden die Ester in der gewohnten 


Weise in Ather aufgenommen. Der Estergeruech war sehr deut- 








N20 Emil Abderhalden und Lewellys F. Barker, 


lich erkennbar. Bei der Destillation wurden zwei Fraktionen 
»emacht. Die bei 100° des Wasserbades bei 14 mm Druck 
iibergegangenen Ester wurden mit dem gleichen Volumen ab- 
soluten Alkohols tibergossem und Salzsiiure bis zur Siittigung 
eingeleitet. Beim Einimpfen eines Kristillchens von salzsaurem 
Glykokollester erfolgte auf Eis sofort reichliche Kristallisation. 
Ks konnten 0,2 g salzsaurer Glykokollester isoliert werden. Die 
Mutterlauge der Kristalle wurde im Vacuum zur Trockene 
verdampft, und aus dem Riickstand mit Kaliumkarbonat und 
Natronlauge die Ester in der bekannten Weise in Freiheit ge- 
<etzt. Die Menge derselben war sehr gering. Sie wurden zur 
Verseifung am Riickflubkiihler mit ca. der fiinffachen Menge 
Wasser 5 Stunden lang gekocht, und hierauf auf dem Wasser- 
bad eingedampft. Es hinterblieben in Alkohol unlosliche Kristalle. 
Sie schmeckten siif. Zu einer Identifizierung reichte das Material 
nicht aus. Die zweite unter 14 mm Druck bei 180° des Olbades 
eewonnene Fraktion wurde mit baryt verseift, der baryt mit 
Schwefelsiiure quantitativ entfernt, und das Filtrat vom Baryum- 
sulfat eingedampft. Der geringe Ruickstand wurde in 2 ccm 
25 oiger Schwefelsiiure gelést und nach Zusatz einiger Korn- 
chen Kaliumbichromat erwirmt. Es trat sehr deutlich der 
Geruch nach Phenylacetatdehyd auf. 

In einer anderen Portion Harn, welche gleichtfalls ver- 
estert worden war, wurden nur Spuren von Glykokoll, dagegen 
erobere Mengen von Leucin gewonnen. Das aus Wasser mit 
Tierkohle umgeléste Produkt gab nach dem Auskochen mit 
Alkohol folgende Analysenzahlen : 


0.1531 g¢ Substanz gaben 03082 ¢ CO, und 0,1378 g H,O 


Berechnet fiir C,H,,NO,: 54,97°/o GC und 9,92°/o H 
Gefunden: 54.9 Jo > » 10,0 %o 
Neben dem Leucin war eine in Wasser leicht, in Al- 
kohol unlésliche Aminosiiure vorhanden. Auch in dieser Portion 
lieh sich Phenylalanin nachweisen. Zur Kontrolle wurden 500 ecm 
Harn von einem normalen Hunde in gleicher Weise untersucht. 
Ks konnten aber keine Spuren von Aminosdureestern isoliert 


werden, 
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Der Nachweis von Aminosiiuren im Harne. Jo / 


Diese Erfahrungen zeigen, dai eine Kombination§ der 
8-Naphtalinsulforeaktion und der Estermethode gute Resultate 
gibt. Wir zweifeln nicht daran, dab die Anwendung der Ester- 
methode noch zu weiterer Auffindung von Aminosiuren unter 
pathologischen Verhiltnissen fiihren wird. Es ist wohl moglich, 
dai mit ihrer Hilfe noch weitere Abnormitiiten im Eiweibstoff- 
wechsel aufgefunden werden kénnen. Es wird vielleicht ganz 
zweckmiibig sein, den Harn in grober Verdiinnung mit Phosphor- 
wolframsiiure zu fiillen und Niederschlag und Filtrat) getrennt 
zu untersuchen. Erleichtert wird die Isolierung der Ester bei 
der groben Menge von Salzen ohne Zweifel durch die Losung 
der salzsauren Ester in Atheralkohol!) und nachherige Befrei- 
ung der Ester. 

1) Vergl. Zd. H. Skraup, Uber die Hydrolyse des Caseins durch 
Salzsiiure, Diese Zeitschrift. Bd. XLU, S. 277, 1904. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLII 3d 








Fiitterungsversuche mit durch Pankreatin, durch Pepsinsalz- 
sdure plus Pankreatin und durch Saure hydrolysiertem Casein. 
Von 


Emil Abderhalden und Peter Rona. 


(Aus dem I. Chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am &, August 1904.) 


Trotz zahlreicher Untersuchungen tiber den Abbau der 
Kiweibkorper im Magen-Darmkanal ist die Frage, wie weit die 
Kermenthydrolyse normalerweise geht, noch ganz unentschieden. 
Kntgegen der alten Anschauung Kiihnes iiber die Spaltung 
der Eiweifkorper durch Pepsin und Trypsin ist man zur Zeit 
speziell fubend auf den Arbeiten von Lawrow,!) Cohnheim,?) 
Kutscher?) und seinen Mitarbeitern u. A. eher geneigt, eine tief- 
gehende Spaltung der Eiweibkérper im Darmkanal anzunehmen. 
Mntscheidend fiir diese Frage kann nur das Tierexperiment sein, 
denn die Versuche in vitro weichen in ihren Bedingungen und 
ganz besonders in der Zeitdauer der Einwirkung der Fermente 
viel zu sehr yon den normalen Verhiltnissen ab. Kutscher 
und Seemann (I. ¢.), welche den Magen-Darminhalt von Hunden, 
welche wenige Stunden vor ihrer Totung mit Fleisch gefittert 
worden waren, untersuchten, schlieBen aus der Auffindung 
kristallinischer Eiweifspaltprodukte, da das Trypsin in der 





‘) Lawrow, Diese Zeitschrift, Bd. XXVI, S. 513, 1899, und 
Bd. XXXII, S. 312, 1901. 
27) QO. Cohnheim, Diese Zeitschrift, Bd. XXXIII, S. 451, 1901. 
3) Fr. Kutscher und J. Seemann, Diese Zeitschrift, Bd. XXXIV, 
1901/02, und Bd. XXXV, 8. 452, 1902. 
Kutscher und Lohmann, Diese Zeitschrift, Bd. XLI, 8. 332, 1904 
Fr. Kutscher, Die Endprodukte der Trypsinverdauung, Habili- 
tationsschrift, Strafhburg, K. J. Triibner, 1899. 























Fiitterungsversuche mit durch Pankreatin ete. hydrolysiertem Casein. 529 


Norm einen wesentlichen Teil der Eiweibkérper im Diinndarm 
bis zur Bildung kristallinischer Produkte spaltet. Leider erfahren 
wir nichts uber die quantitativen Verhiiltnisse. Da aber das 
Auftreten von Aminosiiuren keineswegs der Ausdruck einer 
tiefgehenden Spaltung zu sein braucht, beweist das friihzeitige 
Auftreten von Tyrosin und Leucin und auch anderer Amino- 
siiuren bel der Pankreatinwirkung auf Eiweif bei noch sehr 
starker Biuretreaktion.') Aus dem groben Molektl konnen Ty- 
rosin und Leucin und auch andere Verbindungen abgespalten 
sein, und doch noch komplizierte Komplexe vorhanden sein. 
Von dem einen von uns (E. Abderhalden)?) ausgefiihrte quanti- 
tative Versuche tiber die Eiweifspaltung im Magen-Darmkana! 
haben denn auch ergeben, da’ die Annahme, da} normaler- 
weise eine sehr weitgehende resp. totale Spaltung des Eiweil- 
molekiils stattfinde, noch giinzlich unbewiesen ist. Haben wir 
somit ftir eine normalerweise stattfindende totale Aufspaltung 
der Eiweibkorper und eine sich anschliebende Totalsynthese 
keine sicheren Beweise, so ergeben sich doch Anhaltspunkte 
fiir die Annahme einer partiellen Synthese in dem Sinne, dal 
durch Abspaltung bestimmter Gruppen von Aminosiiuren ein 
Kern restiert, aus dem moglicherweise durch Wiederanlagerung 
freier Aminosiiuren fiir den Korper spezifische Eiweibkorper 
hervorgehen konnen. Daf das Nahrungseiweib eine tiefgehende 
Anderung bei seiner Assimilation erleiden mu’, das beweisen 
vergleichende quantitative Untersuchungen iiber den Aufbau 
verschiedener Eiweifikorper.?) 

Im Anschlufs an diese Uberlegungen suchten wir die Frage 
zu entscheiden, ob der tierische Organismus tiberhaupt imstande 
ist, abgebautes Eiweifi zu verwerten, und wie weit dieser 
Abbau fortgeschritten sein darf. Die Frage nach der Eiweil- 
synthese im tierischen Organismus hat bereits durch O. Loewi,?) 


'’ Emil Fischer und Emil Abderhalden, Diese Zeitschrift, 
Bd. XXXIX, S. 82, 1903. 


2 


| Diese Versuche sollen demniichst verOffentlicht werden. 
O. Loewi, Zentralblatt f. Physiologie, 5. 590, 1902; Archiv fiir 
experiment. Path. u. Pharmak., Bd. XLVIII, S. 303, 1902. 








ae oa ' 
yo) Emil Abderhalden und Peter Rona. 


Lesser?!) und J. Henderson und A. L. Dean?) eine Bearbeitung 
erfahren. Wiaihrend O. Loew durch Verfiitterung emes Ver- 
dauungsgemisches von Pankreasdriisen Stickstoffgleichgewicht 
erreichen konnte, gelang dies Lesser bei Anwendung von mit 
Trypsin verdautem Fibrin nicht. J. Henderson und A. L. Dean 
dagegen kamen zu iahnlichen Resultaten wie O. Loew, 

Uns kam es bei unseren Versuchen in erster Linie daraut 
an, ein hydrolysiertes Eiweifprodukt von bekannter Zusammen- 
setzung in einem Zustand zu erhalten, der es ermogtichte, Tiere 
liingvere Zeit damit zu ftittern. Wir wiéhlten Casein. Verwendet 
wurden folgende Priiparate: 1. Casein, welches 2 Monate lang 
mit Pankreatin (Rhenania) verdaut worden war. Das Ver- 
dauungsgemisch gab schwache Biuretreaktion. Die allerdings 
keineswegs genaue Bestimmung der mit Phosphorwolframsiiure 
fallbaren Produkte ergab etwa 15°/o an Polypeptiden.?) 2. Casein, 
welches 1 Monat mit Pepsinsalzsiture und 2 Monate mit Pan- 
kreatin (Rhenania) verdaut worden war. Das Verdauungs- 
gemisch gab keine Biuretprobe mehr und enthielt etwa 8°/o an 
Polypeptid.4) 3. Casein, welches 10 Stunden mit 25°/oiger 
Schwefelsiiure gekocht worden war. 4. Unveriindertes Casein. 

Die Hauptschwierigkeit bestand darin, Priiparate zu er- 
halten, welche alle Abbauprodukte enthielten, und welche von 
den Versuchstieren gerne genommen wurden und keine Stor- 
ungen verursachten. Dies erreichten wir, indem wir das 
Verdauungsgemisch nach der Verjagung des Ammoniaks im 
Vacuum mit Natriumkarbonat neutralisierten, hierauf die ganze 

‘) Lesser, Zeitschr. f. Biologie, Bd. XLV, N.F. Bd. XXVIII, 8S. 497, 1904. 

*) J. Henderson und A.L.Dean, American Journal of Physiology. 

Bd. IX, S. 386, 1903. 

Vergl. auch: O. Loewi, Uber Eiweifsynthese im Tierkirper, 
Bemerkungen zu der Arbeit von Ernst J. Lesser, Zeit- 
schrift f. Biologie, Bd. XLVI, N. F. Bd. XXVUI, S. 110, 1904. 

Ernst J. Lesser, Uber Kiweifisynthese im Tierkrper, Erwiderung 
auf die Bemerkung von O. Loew1, Zeitschrift f. Biologie. 
Bd. XLVI, N. F. Bd. XXVIII, 8. 113, 1904. 

Emil Fischer und Emil Abderhalden, Diese Zeitschrift, 


Bd. XXXIX, S. 81, 1903. 
4) Emil Fischer und Emil Abderhalden, Diese Zeitschrift. 
Bd. XL. S. 215, 1903. 
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Fiitterungsversuche mit durch Pankreatin etc. hydrolysiertem Casein. do] 


Fliissigkeit bei mdglichst niedriger Temperatur (35— 40°) bet 
etwa 20 mm_ Druck eindampften und den Riickstand im 
Vacuumexsikkator trockneten. Das so erhaltene Priiparat wurde 
mit der gleichen Menge Rohrzucker gemischt und fein zerrieben. 
Die Versuchstiere nahmen dieses Priiparat sehr gerne und zeig- 
ten keine krankhaften Erscheinungen. 

Die folgenden Tabellen zeigen das Resultat dieser Ver- 
suche. Zu bemerken ist noch, dab jedes Tier pro Tag 1 g des 
mit Zucker vermengten Priaparates erhielt. Dem Futter wurde 
eine geringe Menge kohlensaures Natrium beigemischt. Ver- 
suche, Fett in Form von Oliven6d! zuzufiihren, mubten  auf- 
segeben werden, weil die Versuchstiere die Nahrung unberirt 


heben. 
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Fiitterung von Miausen mit durch Pankreat;)|g2e"! 
Die Zahlen geben die Cewich 0 
Beginn Versuchs-] Anfangs- | Versuch? 
des Versuches lier Pg aal . 1 | 913 cae. ~ 7 ES “2 | 8 > n= 
26./V I 15,5 15,5 15,0 15.0 14.0 14,0 14.0 13.0 13,5 13.5 13.6 13.0) 
26./\ 2 11,5 11,0100 9.0 9,0 9,0 9,0 9,0 9.0 9,0 90 ssih > 
26./V. 3 14,5 $14.5 14,0 14.0 13,0 13,0/13,0 13,0 13,0, 12.5 12.6 19 ig 
26. V, 4 11,0 11,0 11,0 11,010,510,010.0 9.5 9,5 9,5 95 yf 
26./\ ) 11.0 11.010510.0 9.5 9,0) 8.5 9.0 9.5 9.0 85 BO 
26./\ 6 13.5 [13.0 13,0 13,0 13.0 13.0 12,0 12.0 11,5 11.5. 4 
1. VI. 7 17,5 16,5 16,5 15,5/15,0 15,5 15,0 15,5 15,5 15,0 15,0 130 1" 
1. VI. 8 10.5 19,5 9,5) 9.0) 85) 80! 85 + 
3./VI. Y 16.5 |16,5'16,0'15,0/14.0'13,5/13,5 13,5 13,5 13,5 13.5 13 i 13.0 
d. VI. 10 12.0 ]11,0 11.0 10,5 10,0 10,0; 9,5 10.0 10,0 10,0 10.0 1 é ~ 
d/VI. 11 10,5 10,0 9,0 9.0 9.5) 9,5) 9,010.0 9,510.0 9.0 4fR 
OVI. 12 12.0 11,0 11,0 11,0 11.0.11.0 10.5 11,0 10,0 10,0 11.0 108 10.5 
8. VI. 13 14.0 [14.0 14,0 14.0 14.0 14.0 14,0 14,0 13,0 12.5 12.5 i Ll. 
8./VI. Li 17.0 [17.0 16,0 16,0/15,5 15.5 15,0 15,0 15.0 15.0 14.5 LL. 13,0 
8./VI. 15 24,0 |23,5)22,0 22,0'21,5 21.0 21,0 21,0 21.0,21,0 21,0 20,8 20,0 
9,/VI. 16 18.0 118.0 18.0 17.0 16.0 16,0 16.0 16,0 16,0.16,0 155 qe 
11./VI. 17 12.5 ]12,012.011.010.0 9.5' 9.0 9,0 9,0 9.0. 90 ~ 
1. V1. Is 14,0 [14,0 14,0 13.0/13,0 12,0 12.0 11.5 11,5'11,0 11.0 11 we 
11. VI. 19 12.0 12,0 11,0 11,0/11.0'10,5 10,0 10,0 10,0 10.0 10.0 
11./VI. 20 9 () 9.0 9.0) 8.5! 85) 8.5! 8.5) 8.5) 8.5! BD 82 O0 
11./V1. 24 11,0 |11.0 11,0 10,5 10,5 10,5 10,5 10,5 10,0 10,0 10.010) 30 
11./VI. 20 13.0 [13.0125 120115115 115100 9.5 95 95 
20/VI. 23 10,0 |10,0' 9,5) 9.5| 9.5! 9.51 9.5 9.5: 9.51 9.5. 95 330 
20./V1. 24 14.0 [14,0 14,0 13,5)13,5 13.0 13.0 13,0 12,5'12,5 12.01: a0 
20, V1. 25 13.5 13.5 13,5 13,0 13,0 13,0 13.0 12.0 12,0 12,0 11.5 1!) ss 
23./VI. 26 15.5 115.0/15.5/15.0115.0:14.5'14.0 14.5 14.0'14.0 13.5 Li! ys 
23./VI. 27 13,0) 13,0 12,0 11,0 11,5'11,0 10,5 10,5 10,0 10.0 10.0 4 
27./VI. 28 10.5 {10.5 10.5 10,0 10,0 10.0 10.0 10.0 10,0 10,0 00 ° a 
27. V1. 29 12.5 112.5 12.5 11,011.0 11,0 11.0 11.0 10010 10508 
27./V1. 30 10.0 110.0 10.0 10.0 10.0:10.010.0 9.5 9.5 9.5 95 , 
27./V1. jl 11.0 $11,011,0 11.0,11.0 10.5 10.5 10.5 9,5) 9.5 9. te 
30. VI. 32 10.5 10.510.510.010.00 9.5 95 9.5 9.0 9.0 90 ” ‘ 
oO. VI. 33 20.5 = 120.5 20.5 20.0 20.0 20,0 20.0 20.0 20.0 19.5 19.5 L" 
80. VI. St 10,0 |10,0 10,0 9,5 9,5, 9,0 9,0 9,0 8.0, 8.0 50% 
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sespaltenem Casein -+- Zucker. 






Tiere in Grammen an. 


s ‘ Y 
Gel 











13| 14; 15| 16| 17] 18} 19| 20| 21/| 22 





© 13.0 13.0 13.0 13.0 13.0 12,5 12.5 12.5 12,5 12,0 12.0 11,0 10.5 10,5 Versuch abgebrochen 


s() &.0 8.0) 8.0) 7.5; 7.0) F 
: F 12.0 12.0)11,0 11.0'11.0 11,0 Versuch unterbrochen 
45 9.0 F _ 


| 
| ' 
~~ ~~ ’ 


SF 8.0! 8.0! 7.5] 7.5) 7.5) + 


| i 
j 

| 

| 

| } 


{ 15.0 15.0)14.5'14.0 14.0 14.0 14.0 14.0 13.5 13,0 13.0 12.0 11.57 


| | 
| 
13.0 13.0)12.0 11.5,11.5 Versuch unterbrochen 


10.010.0/10.0) 9.5! 9.5. 9.5! 9.0! 9.0! 9.0! 9.0 


GO GO) DO! + 


10.5 105/105) + | 

B15 115/110) +} | | 
| 13.5 13,.5/13,0,12.5/12,0112.0' + | 

i 20,0 19.0 19.0) + | | 
15.0 15.0/14.5 14.5/14.0 13.5'13.0 12.0) + | | | 


G0) 90) 90 90 9O 90 8) 8.5'Versuch unterbrochen 





10.5 10.5'10.0' 9.5! 9.0'Versuch unterbrochen 


$51 85 F | 


| 
3 | 
| 10.0 9,0) 90 8,0 8.0 + | 
G0 &5l 8.5] 8,5| 8.5) FT | | | ’ | | 
| 40 90 Versuch unterbrochen 
T 12.0 11.0 11,0'11,0)10,5'10.5' Versuch unterbrochen 
11.0105 11.0 10.5 10.5 10.5:10.5 10.5) + | 
13.5 13.5 13.5 13.5 13.5'13.5'12.5 12.5 12.5 12.0 1151 1,4 11,0 Versuch abgebrochen 
| Y.9| 9,5, 9,5} 9,5) 9,0) 9,0) 9,0) 9,0; + : | | | 
: 9.9: 9.5' 9.5) + | | | | | 
’ 10.0 10.0 10.0) 9.5) + | 
| 95 + | | | 
90 90 85) 85 + | | | | 
70 9O 8.5) 8.5) 8.5) F | | 
a 18.5 18.0 17.5 17.0 17.0 16.5 Versuch unterbrochen 
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Fiitterung von Miusen mit durch Pepsinpankreatin gespaltenem 


Casein -+- Zucker. 


Die Zahlen bedeuten die Gewichte der Tiere in Grammen. 





Beginn | Jor. JAnfangs- : 
Versuchstage 





(lt . gewicht 
suchs 
Ver , des P ——_—- 
such eT TF tieres | 1 2138 f Db} i 7181 9 | 10, 11| 12) 13 14 15] 16 
cs : | | 
SOOVIP 2 7138.0 712.5 12.0 12.0 12,0 11.0110 105 + | | 4 


30, VIE 2 112.5 02.0 12.0 11.5 11.5 11.5 9.0 9.0 80 Versuch unterbrochen 


5 
30./VI. t 11001 9.5 9.5) 9.5) 9.5 9.5) 9.5) + 
BOOVI ET 3 112.0111.0 11.0 10.5 10.5 10.5 10.5 10.5 9.0 9.0! 9.09.0 


11.5111.0 10.5 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 9.0 9.0) 9.09.0 9.08.0 7.5 moribund 


30. VI 6 P11.0710.5 105 10.0 10.0 10.010.0 9.0 8.5 8.0 moribund 


BOJVI | 7 PLL. 10.5 10.5 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 10,0 9.59.5 9.0 + 


6. VILE & F105 F10.0 9.0 9.0 9.0 90 80 80, + 


| 


' 


HVE LO GOL 90 85 85) 8&5 85 80; 8.0: 7.0 7.01 + 


OO VILE 8518.0 7.0 7.0 7.0 7.0 7.0 7.0 65 6.5) 6.5'6.5\Versuch unterbroche: 











6BVIEPE 9 F115 111.0 10.0 10.0 10.0 10.0, 9.0) 9.0) 8.0) 80) 8.0.8.0. 7,5 7,5 7,5 7,5) Versue 
"| unterbroch 


Kiitterung von Miéiusen mit durch Schwefelsiiure hydrolysiertem 


Casein -+- Zucker. 








Die Zahlen geben die Gewichte der Tiere in Grammen an. 








beginn Ver- Anfangs- ee or 
des suchs-] gewicht 
Versuches tier Jdes Tieres} 4 29 3] 4 | D5 | 61 ¢@ | 9 | lO 14 
30. VI. 1 20.0 720.0 19.0 18.017.517.0 + | | 
30. VI. 2 13.5 13.0 12.5 12.0 12.0 11.0) + | 
30. VL. B} 24.0 423.0 22.0 20,0, 20,0 18.0175 16.55 + 
B00VL. { 13.5 [2.5 11.5 11.0 moribund 
d. VIL D V0 8.5! 8.5 8,5} 8,0) 7,5] 7 
d./VIl. (5 M40 PISO TLS T135115 11,5 11,0 F | 
o. VIL. 7 13.5 $13.0 13,0'12,5'12,0|12.0 11.5 11.0 10.0 v 
O VIL. 8 11.0 10.0 10.0 10,0 10.0) 9.0) 9,0 moribund 
D. VIL. a) 11.0 10.5 10.5/10.5 9.5) 9.5) 9.0: 9.0) 8.5] 8.5] + 
5. VIAL. 10 15.0 14.5 14.5 13.5 13.0 13.0 12,0 12.0 11,0:11.0 moribund 
». Vil II 120 F115 11.5 10.5 10.0 10.0100 95 + | 
5. VI. 12 12.0 11.5 11.5105 10,0.10,.0. 9.5 moribund 
9 VIM. [3 11.0 10.0 10.0) 9.0) 8.0} 7.5) 7.5! 7.5) 7,0! + 
11. VIL. lf 120) FIL.0 11,0: 10.0 10.0) 9,0) 8.5 moribund 
lt. Vil 1d 90) 8S.) &) 8&5 80 7. moribund 
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Fiitterung von Mausen mit Zucker allein. 


Die Zahlen geben die Gewichte der Tiere in Grammen an. 








Beginn des | Versuchs- |Anfangsgewicht Versuchstage 
Versuches lier des Tieres | 4 2 i 3 ; 4 ~% | 7 
1./VI. I 10,5 10.5; 90) 90! 90: F 
1 ./VI. 2 12.5 12.0 11.0 11.0 11.0 11,0) + 
LVI. 3 11.5 11.0 100 95 95! 95) + 
2./I. 4 15.0 15.0 | 14.0'12.0'11,.0' + 
2. TI. 5 16.0 15.5 15,0 14,0'14.0 13.0) + 
2./II. 6 15.0 15,5 | 15,0; 140/130: + | 
201, 7 15,0 14.0} 13.0/120) + | 
2 II 8 14.5 14.0/13.0)}125) + 











Aus den vorliegenden Tabellen ergibt sich zuniichst eine 
Bestiitigung der Versuche von N. Lunin,!) welcher fand, daf 
Miiuse mit Casein und kohlensaurem Natron 16—30 Tage leben. 
Im wesentlichen ebensolange lebten die mit dem Pankreatin- 
verdauungsgemisch erniihrten Miéiuse, wiihrend diejenigen Ver- 
suchstiere, welche ein mit Pepsinsalzsiure vorverdautes Pan- 
kreatinverdauungspriiparat erhielten, viel friihzeitiger eingingen, 
aber doch bedeutend linger lebten als die Hungertiere. Den 
letzteren sehr nahe stehen diejenigen Miiuse, welche mit Siiure 
aufgespaltenes Eiweib erhielten. Der letztere Versuch macht 
es sehr wahrscheinlich, daf die durch Hydrolyse mit Sauren 
erhaltenen Spaltprodukte des Caseins nicht imstande_ sind, 
Kiwerh zu ersetzen. Gegen eine modgliche Totalsynthese von 
Kiweif aus den einzelnen Spaltprodukten spricht dieser Versuch 
nicht, denn der Einwand legt sehr nahe und hat auch seine 
Berechtigung, dab die Spaltung mit Siuren ein Eingriff ist, der 
sehr leicht zu wettergehenden Verdanderungen fiihren kann. Der 
Umstand, dafi das Pepsin-Pankreatin-Casein viel weniger zum 
Ersatz des ungespaltenen Caseins ausreichte als das Pankreatin- 


!) N. Lunin, Uber die Bedeutung der anorganischen Salze fiir die 
Frnihrung des Tieres, Dissert. Dorpat, 1880, Diese Zeitschrift, Bd. V, 


S. 31. 1881. 
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Fiitterungsversuche mit durch Pankreatin etc. hydrolysiertem Casein. 004 


Casein, legt die Vermutung nahe, da dies die Folge des weit- 
gehenderen Abbaus des Caseins durch die vereinte Wirkung 
von Pepsinsalzsiiure und Pankreatin ist. Derartige Schiliisse 
sind jedoch bei solehen Fiitterungsversuchen mit grober Vorsicht 
zu ziehen, weil uns die Erfahrung gelehrt hat, dali der Erfolg 
dieser Versuche sehr von der Beschaffenheit des Materials abhiingt. 

Die Versuche zeigen jedenfalls einwandsfrei, dab es ge- 
lingt, mit einem Produkt, das zum grédften Teil aus Amino- 
siiuren besteht, das aber noch héhere, zum Teil nur eine iiuberst 
schwache, zum Teil gar keine Biuretreaktion gebende Komplexe 
enthalt, Mause lingere Zeit am Leben zu erhalten. Die mit 
dem Pankreatinverdauungsgemisch ausgefiihrten Versuche zeigen 
gegeniber den mit unverindertem Casein angestellten Versucher 
keinen Unterschied. Auch im Befinden der Tiere, threm Aus- 
sehen war keine Abweichung bemerkbar, wiihrend dagegen 
diejenigen Versuchstiere, welche mit Siiure gespaltenes Casein 
erhielten, ganz wie Hungertiere sich verhielten. Inwieweit die 
nicht ginzlich aufgespaltenen, durch Phosphorwolframsiure 
fillbaren Produkte, «Polypeptide», bei diesen Versuchen in 
Betracht kommen, labt sich nicht entscheiden, weil bei so kleinen 
Tieren die Mengen der nicht ganz aufgespaltenen Produkte 
sehr bald eine Rolle spielen kOnnen. Wir haben deshalb die 
Versuche auf andere Versuchstiere, zuniichst auf Ratten, aus- 
cedehnt und werden vor allem auch mit Hunden Versuche 
anstellen. Jedenfalls mui von derartigen Versuchen verlangt 
werden, daBi stets genau ermittelt wird, bis zu welchen Stufen 
der Abbau der Verdauungsprodukte fortgeschritten ist. Die 
Angabe «biuretfrei» berechtigt, wie wiederholt betont, durchaus 
nicht zu dem Schlusse einer totalen Aufspaltung. Bemerken 
mochten wir noch ausdriicklich, dah die mitgeteilten Versuche 
nicht, wie Kassowitz?!} glaubt, einer katabolischen Auffassung 
der Lebensprozesse entgegenstehen, im Gegenteil, sie erleichtern 
uns das Verstiindnis der Assimilation der verschiedenartigsten 
Nahrungseiweibkorper. Hervorheben moichten wir auch, dal 
die mitgeteilten Versuche keinerlei direkte Schliisse auf die 
normalen Verdauungsvorgiinge und die Art der zur Assimilation 


1’ Kassowitz, Allgemeine Biologie, Bd. HI, S. 289, 1904 
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gelangenden Eiweibspaltprodukte ergeben. Wir wagen auch 
nicht unsere Versuchsergebnisse als strikten Beweis einer stattge- 
habten Eiweibsvnthese zu betrachten. Weitere Versuche werden 
diese Frage einwandsfrei entscheiden. Vor allem werden wir ver- 
suchen, ein hydrolysiertes Eiweibpraparat, z. B. Fleisch, darzu- 
-tellen, welches ermoglicht, die Versuchstiere liingere Zeit am Leben 
zu erhalten und vor allem vor Gewichtsverlusten zu sehiitzen. 


1. Darstellung des mit Pankreatin verdauten 


Praparates. 


2 ke Casein wurden in 15 | Wasser suspendiert, mii 
Toluol und 30 g Pankreatin (Rhenania) versetzt und im Brut- 
raum mit einem Rihrer in’ bestiindiger Bewegung gehalten. 
Die Reaktion wurde durch Zusatz von Ammoniak wihrend der 
ganzen Dauer des Versuches alkalisch erhalten. Nach einem 
Monat wurden nochmals 20 g Pankreatin zugegeben. Nach zwei 
Monaten wurde die Verdauung unterbrochen und das Gemiseh 
direkt im Fraktionierkolben bet vermindertem Druck zur Ent- 
fernung des Ammoniaks eingeengt. Hierauf wurde zum Gemiscl 
soviel kohlensaures Natron zugefiigt, bis dasselbe neutral rea- 
sierte, und nun die ganze Masse bei 835—40° unter vermindertem 
Drack zur Trockene verdampft. Der Riickstand, welcher zu- 
niichst eine teigige Beschaffenheit hatte und hellgelb gefirbt 
war, wurde zur weiteren Trocknung mehrere Tage 1m Vacuum- 
exsikkator gehalten. Das Produkt lef sich jetzt leicht mit 
Zucker verreiben. Ein Teil der urspriinglichen Verdauungs- 
liissigkeit diente nach dem Abdampfen des Ammoniaks zur 
Bestimmung des Polypeptids,!) dessen Menge zu etwa 15°/o des 
angewandten Caseins gefunden wurde. Bei seiner Hydrolyse 
mit konzentrierter Salzsiiure konnten unter Anwendung der 
Estermethode die bekannten Monoaminosiiuren isoliert wer- 
den. Das Verdauungsgemisch selbst gab ganz schwache biuret- 


reaktion., 


') Emil Fischer und Emil Abderhalden, kc. 
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Fiitterungsversuche mit durch Pankreatin ete. hydrolvysiertem Casein. 


2. Darstellung des mit Pepsinsalzsiiture und mit 
Pankreatin verdauten Caseinpréaparates. 


| kg Casein wurde in 7 | Wasser suspendiert und die 
liissigkeit nach Zusatz von 25 g Pepsin (Griibler) und von 
Toluol auf einen Gehalt von 0,3°/0 Salzsiiure gebracht. Nach 
einmonatlichem Stehen im Brutraum wurde das Verdauungs- 
gemisch mit Ammoniak alkalisch gemacht und nun noch 2 Mo- 
nate mit 30 ¢ Pankreatin verdaut. Bei der Herstellung des 
trockenen Verdauungspriiparates wurde in genau derselben 
Weise verfahren wie oben. Die Polypeptidbestimmung ergab 
einen Gehalt von etwa 8°/o des angewandten Caseins. Die 
Verdauungsfliissigkeit gab keine Spur einer Biuretreaktion. 


3. Darstellung des mit Siure gespaltenen Priparates. 


| kg Casein wurde mit 25°/oiger Schwefelsiiture 10 Stunden 
am Riickflu{kiihler erhitzt, und hierauf die Schwefelsaure mit 
Baryvt quantitativ entfernt. Nach Neutralisation mit Soda wurde 
auch hier die Fliissigkeit bei 35—40° unter vermindertem Druck 
zur ‘Trockene verdampft. Auch dieses Praparat wurde mit 
der gleichen Menge Zucker und wenig Natriumkarbonat ver- 


rieben verftittert. 








Notizen tiber Hydrolyse von Proteinstoffen. 


Von 
Emil Fischer und Emil Abderhalden. 





(Aus dem [,. Chemischen Institut der Universitit Berlin). 


(Der Redaktion zugegangen am 9. August 1904.) 


|. Hydrolyse des Caseins. 


Tyrosin, das aus Proteinstoffen durch Kochen mit Schwefel- 
siiure, genaues Ausfallen derselben mit Baryt und Kristallisation 
der eingeengten Losung gewonnen wird, ist bekanntlich nicht 
rein und mub mehrmals aus Wasser umgelést werden, bevor 
es die richtige Zusammensetzung zeigt. Bei einer neueren 
Untersuchung iiber die Spaltprodukte des Caseins, die wir im 
AnschluB an die iilteren Versuche des einen von uns!) und vor 
dem Erscheinen der ersten Anzeige von Skraup?) begonnen 
hatten, sind wir dieser Beobachtung nachgegangen und haben 
vefunden, dafi das unreine Tyrosin mehrere Fremdkorper ent- 
hilt, die sich durch Wasser abtrennen lassen, und die auber- 
dem durch Phosphorwolframsiure aus ganz verdiinnter Losung 
cefallt werden. Zwei davon haben wir isoliert. Der eine ist 
Lvsin, das trotz seiner groben Loéslichkeit in Wasser dem rohen 
Tyrosin wahrscheinlich in Form einer schwer léslichen Kom- 
bination sich beimengt. Der andere ist eine in Wasser relativ 
<chwer l6sliche Aminosiiure, von der Formel C,,H,,N,0;. Sie 
mub betrachtet werden als eine gesiitugte aliphatische Oxyamino- 
siiure, und wir bezeichnen sie vorliufig als Diaminotrioxydodecan- 
siiure, wobei es allerdings unbestimmt bleibt, ob die Kohlen- 
stoffkette normal oder verzweigt ist. In dem Verhiltnis von 
Kohlenstoff, Stickstoff und Sauerstoff gleicht sie der kirzlich 

') Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 151 (1901). 

Berichte der Deutschen Chem. Gesellschaft, Jg. 37, S. 1596 (1904). 
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von Skraup!) beschriebenen Caseinsiiure, dagegen ist der 
Wasserstoffgehalt erheblich gréBber: auch im = optischen Ver- 
halten sind so grofe Unterschiede, dai wir eine Verschieden- 
heit beider Sauren fiir wahrscheinlich halten. 

Da die Ausbeute an der Siiure von der Art der Isolierung 
abhiingig ist, so halten wir eine genaue Beschreibung der Ver- 
suchsbedingungen fiir notwendig: 2 kg Casein (nach Ham- 
marsten) werden mit 12 1 25°%/oiger Schwefelsiiure im Glas- 
kolben 12 Stunden am Riickflubkiihler gekocht, auf etwa 30 | 
verdiinnt, dann die Schwefelsiiure mit reinem Atzbaryt quan- 
titativ ausgefiillt, der Niederschlag abgenutscht, nochmals mit 
Wasser ausgekocht und wieder abfiltriert. Die vereinigten 
Filtrate werden in Porzellanschalen auf dem Wasserbade_ bis 
zur beginnenden Kristallisation des Tyrosins eingedampft. Der 
ersten Kristallisation vom Tyrosin, die abfiltriert) wird, ist 
schon eine betrichtliche Menge der Diaminotrioxysiiure beige- 
mengt, aber eine noch grobere Quantitiit: findet sich in der 
Mutterlauge. Um sie zu gewinnen, dampft man weiter ein 
und sammelt die verschiedenen hierbei resultierenden Kristalli- 
sationen. Selbstverstiindlich enthalten diese auch Leucin, Glut- 
aminsaéure und andere Produkte. Sie werden von den leicht 
loslichen Teilen durch Waschen mit eiskaltem Wasser befreit. 
Die erste Kristallisation, die die Hauptmenge des Tyrosins ent- 
hilt, wird in heibem Wasser gelOst, mit Tierkohle gekocht und 
aus dem Filtrat das Tyrosin durch Abkiihlen ausgeschieden. 
Die Mutterlauge dient dann zur Gewinnung der Diaminotrioxy- 
dodecansiiure. Die iibrigen Fraktionen, die nur wenig Tyrosin 
mehr enthalten, werden direkt verarbeitet. Zur Isolierung der 
Diaminotrioxydodecansiiure dient zuerst die Filling mit Phosphor- 
wolframséiure. Zu dem Zwecke wird die Mutterlauge vom Tyrosin 
auf etwa 8 | verdiinnt, mit soviel Schwefelséure versetzt, dal 
sie D°/o davon enthiilt, und dann eine Losung von Phosphor- 
wolframsiiure zugefiigt, solange noch ein Niederschlag ent- 
steht. Die drei weiteren Kristallisationen werden jede eben- 
falls in 81 Wasser gelést und dann in derselben Weise behandelt. 
Die verschiedenen Niederschliige von Phosphorwolframaten wurden 


') 1. c. und Diese Zeitschrift, Bd. XLII, 5. 292 (1904). 
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vetrennt von etmander filtriert, scharf abgeprebt, mit Wasser 
nochmals sorgfiltig gewaschen, und dann mit tberschiissigem 
Barvtwasser in der tblichen Weise zerlegt. Als das Filtrat 
nach genauer Ausfallung des Baryts mit Schwelelsiiure auf 
dem Wasserbade stark eingeengt war, fiel beim Erkalten die 
Diaminotrioxydodecansiiure kristallinisch aus, wiihrend in der 
Mutterlauge leicht l6sliche Produkte zuriickblieben. Aus der 
Kraktion, die den Hauptteil des Tyrosins enthielt, haben wir 
an dieser Stelle das Lysin mit Hilfe des Pikrates nachgewiesen. 

QO,1827 ¢ Substanz gaben 29,9 ccm N [22°, 761 mm] 

ON71S » » 0.2436 g CO, und 0.0750 g H,0. 

Berechnet fiir C,H,,N,O, - C,H,(NO,),0OH: 
18.669 N, 38.40°%o C und 4,53°/o H 
Gefunden: 
18.37°/o N, 38.78°/o C und 4,86°/o H. 

Die rohe Diaminotrioxvdodecansiure wird zuerst einmal 
aus heibem Wasser unter Zusatz von Tierkohle umgelost. Zur 
volligen Reinigung dient dann die Kristallisation des Hydro- 
chlorates. Zu dem Zweecke wird die Siiure in heiber, starker 
Salzsiiure gelost, stark abgekithlt, das ausgeschiedene Hydro- 
chlorat abgesaugt, mil starker Salzsiiure gewaschen, dann in 
warmem Wasser gelost, und die Aminosiiure durch Neutrali- 
sation mit Ammoniak ausgefiillt. Die Ausbeute an reiner Siiure 
betrigt ungefiihr °4°/o des Caseins. Fiir die Analyse war das 
Priaparat nochmals aus heibem Wasser umgelost. Die im Vacuum- 
exsikkator getroeknete Substanz verlor bei 120° nicht an Gewicht. 


QO.1589 g Substanz gaben 14,2 ccm N [25°, 763 mm] 


O1562 » ° 0.1300 g H,O und 0,2965 ¢ CO, 
Berechnet fiir C,gH,,N,O,: 10,07°/o N, 51,79°o C, 9,35°%o H 
(refunden : 10,01°%o » 51,76%o » 9,24% 0 » 


Q.1551 g Substanz gaben 13,7 ccm N [27°, 760 mm] 
O1d61 » > 0,2976 g CO, und 0,1297 g H,O 
Gefunden: 98L°%o N, 51,99°%0 C und 9,23°/o H., 
O,1506 g Substanz gaben 0,2854 g CO, und 0,1286 g H,O 
Gefunden: 51,68°o C und 9,49°)o H, 
Die Diaminotrioxydodecansiure hat keinen konstanten 
Schmelzpunkt, weil sie sich zersetzt. Im Kapillarrohr schmilzt 
sie gegen 255° unter Braunfiirbung und Gasentwicklung. Die 
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Kristallform ist nicht charakteristisch. Es sind meist leichte 
Blattchen, die in der Regel zu Rosetten oder kugligen Aggre- 
gaten verwachsen sind. Die Verbindung reagiert auf Lakmus- 
papier ganz schwach sauer und schmeckt gar nicht siifi, sondern 
sehr schwach bitter. In verdiinnten Siiuren ist sie leicht lOslich, 
dagegen ist das Hydrochlorat, wie oben erwihnt, in starker 
Salzsiure recht schwer léslich. Es kristallisiert aus heiber 
Salzsiure in dufberst feinen Niidelehen und kann mit 20°/oiger 
Salzsaure mehrere Stunden auf 125° erhitzt werden, ohne 
Zersetzung zu erleiden. Die wiisserige LOsung der Aminosiiure 
dreht das polarisierte Licht nach links. Bei einer 5° oigen 
wiisserigen LOsung wurde die Drehung im 1-Dezimeterrohr 


— 0,4 bis — 0,46° gefunden. Die spezifische Drehung wire 
demnach ungefiihr — 9°, Die Bestimmung darf aber nur als 


approximativ angesehen werden. 

Das Kupfersalz, das durch Erwiirmen der wiisserigen 
Losung mit tiberschiissigem Kupferoxyd oder Kupferkarbonat 
bereitet wurde, bildet eine tiefblaue Loésung und scheidet sich 
aus der Losung in blaBblauen Bliittchen aus. Es ist in kaltem 
Wasser ziemlich schwer léslich. Im Vacuumexsikkator getrocknet, 
veraindert es beim Erwirmen auf 120° weder sein Gewicht, 
noch seine blaue Farbe. 


0.1246 g Substanz gaben 0,0287 g CuO 


0.1558 » » » 0.0359 » » 
Jerechnet fiir C,,H,,N,O,Cu: 18,72°/o Cu 
Gefunden: 18.38". und 18.42°/o Cu. 


Das Salz unterscheidet sich in der Zusammensetzung 
scharf von den Kupferverbindungen der gewohnlichen Amino- 
sduren, es gleicht aber darin vollig dem Salz des Isoserins.') 


2. Hydrolyse von Gelatine (Bildung von Serin). 


Das in einer ganzen Reihe von Proteinstoffen bereits 
nachgewiesene Serin entsteht auch bei der Spaltung der Gelatine 
durch Séuren. Fir seine Gewinnung diente die Fraktion der 
Ester der Aminosiiuren aus 1 kg Gelatine, die bei 0,6 mm 


') E. Fischer und H. Leuchs, Berichte der Deutschen Chem. Ge- 
sellschaft, Bd. 35, S. 3795 (1902). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLII. 36 
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K. Fischer u. E. Abderhalden, Hydrolyse von Proteinstoffen. 


Druck von 100—160° (Temperatur des Bades) destillierte. Sie 
wurde mit viel Petroliither versetzt, wobei der Serinester mit 
dem Ester der Asparaginsiure und anderen Produkten  Olig 
ausfillt. Diese Fallung wurde mit 20 ccm Wasser versetzt, 
wiederholt mit Petroliither ausgeschittelt, dann nach Abtrennung 
des Petroliithers mit tiberschiissigem Baryt auf dem Wasser- 
bade 2 Stunden erhitzt, um die Ester zu verseifen. Nachdem 
der Baryt mit Schwefelsaiure genau entfernt war, wurde die 
wisserige Losung zur Trockene verdampft, und der Riickstand 
mit Alkohol ausgekocht. Der unlosliche Teil enthielt das Serin., 
das beim Auslaugen mit wenig eiskaltem Wasser in Losung 
sing und nach dem Entfirben der Fliissigkeit mit Tierkohle 
sich beim Eindunsten kristallinisch abschied. Die Analyse der 
Kristalle, die das Aussehen und das Verhalten des Serins 
zeigten, gab folgende Zahlen: 

0.1702 g Substanz gaben 0.2147 g CO, und 0,1016 g H,O 

Berechnet fiir C,;H,NO,: 34,2890 C und 6,66%/o H 
Gefunden: 34,40" >» » 6,65°/o 

Ihre Menge betrug 0,4°/o der Gelatine. Da die Isolierung 
aber mit groben Verlusten verbunden ist, so mui der wirk- 
liche Gehalt an Serin erheblich grober sein. 











Uber den Blutverlust bei der Menstruation. 


Von 
G. Hoppe-Seyler 
unter Mitarbeit von Dr. Brodersen und Dr. Rudolph. 


Der Redaktion zugegangen am 14. August 1904.) 


Die Menstruation ist ein Vorgang, welcher in seiner Ein- 
wirkung auf den Organismus im ganzen noch wenig erforscht 
ist. Neben den Veriinderungen im Genitalapparat kommt es 
auch zu deutlichen Erscheinungen von seiten der Zirkulations- 
organe, des Nervensystems und des Stoffwechsels. Es tritt kurz 
vor der Menstruation anscheinend eine Einschriinkung des Ei- 
weilistoffwechsels ein, das Fett der Nahrung wird weniger gut 
ausgentitzt (Schrader!)). Es scheint eine Anhiiufung von Ei- 
weibstoffen im Organismus einzutreten. Die Diurese nimmt ab 
vor der Menstruation, wird dann tiber die Norm. gesteigert 
wiihrend einiger Tage, um dann zuniichst einer Oligurie Platz 
zu machen und endlich wieder zur Norm = zuriickzukehren 
(ver Eecke?)). Herztitigkeit und Vasomotorensystem werden 
ebenfalls alteriert, und es kommt wohl auch zur Steigerung 
der Korpertemperatur. Nach Sfameni?*) geht die Menstruation 
mit einer Verminderung der roten Blutkérperchen, Vermehrung 
der Leukocyten, Verminderung des Hiimoglobingehaltes einher. 

Das sinnfilligste Sympton der Menstruation tst die Blutung 
aus den Genitalien. Dureh sie wird der Eintritt derselben und 
ihre Dauer festgestellt. Die anatomischen Untersuchungen, wie 


') Untersuchung iiber den Stoffwechsel wihrend der Menstruation, 
Zeitschrift f. klin. Medizin, Bd. 25, S. 72. 
?) Bull. de l'académie royale de méd. de Belgique, 25. Sept. 1897, 


>. 569. 


3) Arch. ital. de biologie, Bd. 32, S. 218. 
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wir sie Westphalen,!) Mandl,?) Gebhard?) u. a. verdanken, 
ergeben zuerst serOse, dann blutig-serOse Durchtrankung der 
Schleimhaut, Erweiterung ihrer Gefabe, zuletzt Durchbruch des 


unter dem Epithel angesammelten blutes, ohne dab es zu starker 


Epithelabstobung unter normalen Verhaltnissen zu kommen 
scheint; zugleich tritt staérkere Schleimabsonderung der Cervix- 
driisen ein. Auf den Zusammenhang mit der Ovulation und die 
in den Ovarien ete. eintretenden Verinderungen, wie sie jetzt 
klargelegt sind, will ich hier nicht eingehen. 

Obwohl nun der Blutverlust schon als rein auberliches 
Svmptom eine grobe Rolle spielt, liegen tber seine Grobe nur 
wenige Angaben vor und diese beruhen auf ziemlich unsicheren 
Beobachtungen und Schitzungen. Hensen*) gibt die Menge 
des Menstrualblutes, wie es in einer Periode ausgeschieden 
wird, nach Schitzungen auf 1O00—200 g an, Gebhard ®) nimmt 
nach den Angaben von de Haen, Smellie und Dobson, 
Pasta diese Grobe zu 90—240 ¢ an. Dabei ist zu beriick- 
sichtigen, dab das Menstrualsekret nicht blob aus Blut, sondern 
noch aus sehr variablen Beimischungen von Schleimhautsekret, 
seroser Fliissigkeit etc. besteht, ihm sich auch das Sekret der Vulva 
und der umgebenden Haut beimischt, wenn es in Vorlagen 
aufgefangen und deren Gewichtszunahme als Grundlage ge- 
nommen wird. Im Beginn und gegen Ende der Menstruation 
ist das Sekret blutirmer, bei geringer Menstruation ist es auch 
verdiinnter, als bei starker. Die in der Literatur angegebenen 
Analysen ®) ergeben sehr verschiedene Werte, so wird der Ge- 
halt an festen Bestandteilen zu 21,5 (Simon), 17,5 (Denis), 
16,1 (Vogel), 9,9 (Bouchardat) Prozent angegeben, die 
Menge der roten BlutkoOrperchen fand Simon zu 12,0, Denis 


') Zur Physiolog. d. Menstruation, Arch. f. Gynaékologie, Bd. 52, 8S. 35. 

*) Beitr. z. Frage des Verhaltens der Uterusmucosa wiihrend der 
Menstruation. Arch. f. Gynak., Bd. 52, S. 357. 

*) Die Menstruation in Veits Handbuch der Gynikologie, Bd. 3, 
|. Hilfte, S. 6 ff. 

*) Physiologie der Zeugung in Hermanns Handbuch der Physio- 
logie, Bd. 6, Teil 2, 5S. 64. 

*) 1. ec. S. Si. 


*) Zitiert nach Krieger, Die Menstruation. Berlin 1869, S. 101. 
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Uber den Blutverlust bei der Menstruation. 


zu 6.4% o. Es sind dies Bestimmungen, welche alle aus iilterer 
Zeit stammen. Man sieht immerhin daraus die wechselnde Zu- 
sammensetzung dessen, was man als «Menstrualblut» bezeichnet. 
Es wird ferner angegeben, dafi die Bewohnerinnen noérdlicher 
Gegenden und des Landes weniger stark menstruieren, als Siid- 
linderinnen und Stiidterinnen: es sollen im allgemeinen Blon- 
dinen eine langere und _ stiirkere Menstruation als Briinette 
zeigen. Auch soll bei kiirzerer Dauer der Menstruation das 
Menstrualsekret spiirlicher und diinner sein. Die normale Dauer 
wird zu 4—) Tagen im Mittel (Krieger) oder 3—) Tagen 
(Foster) angegeben. Das Blut koaguliert unter normalen Ver- 
hiltnissen nicht, wohl infolge Beimischung des alkalischen Se- 
krets der Cervicalschleimdriisen. Nur bei profuser Menstruation, 
besonders bei Erkrankungen der Uterusschleimhaut bilden sich 
Gerinnsel in Uterus und Vagina. 

Um nun einen genaueren Aufschluf iiber die Menge des 
Blutverlustes zu erhalten, glaubte ich am sichersten so vor- 
gehen zu koOnnen, dali bei geeigneten Personen im stiidtischen 
Krankenhause in Kiel die simtlichen Wattevorlagen, Tiicher ete., 
welche mit Menstrualblut tingiert waren, sorgfiiltig in Wasser 
ausgewaschen, die Genitalien vor und nach Urinieren und De- 
fikation gut gewaschen und siimtliche so erhaltene blutige 
Fliissigkeit wahrend der ganzen Periode gesammelt und ge- 
messen wurde. Die Herrn Dr. Brodersen und Dr. Rudolph, 
Assistenziirzte des Krankenhauses, fiihrten dies mOglichst genau 
durch und iiberwachten mit den Pflegeschwestern, dal kein 
Verlust eintrat. Es wurden nur solehe Personen dazu aus- 
gewihlt, welche dauernd im Bett zu halten waren; der 6Offent- 
lichen Prostitution angehorige wurden nicht verwendet. Sobald 
ein Verlust wahrscheinlich erschien, blieb der betreffende Ver- 
such unbenutzt. 


Nachdem die gesamte Blutfliissigkeit gemessen war, wurde 
von mir in einer Probe davon der Blutfarbstoff resp. Blutgehalt be- 
stimmt. Zu diesem Zweck wurde der betreffenden Person mit 
einer Pipette, welche 0,02 cem fabt, Blut entnommen, dieses mit 
2 ccm schwach alkalischen Wassers verdiinnt und nun in der 
kolorimetrischen Doppelpipette mit Albrechtschem Wiirfel von 
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KF. Hoppe-Sevler!) diese Losung mit der Menstrualblutiésung 
verglichen. Fast immer war die Art der Fiirbung, da das Ha- 
moglobin des Menstrualblutes unveriindert geblieben war, in 
beiden Losungen dieselbe. War infolge Zersetzung, wie dies 
bel lange sich hinziehender Menstrualblutung und starker Blut- 
entleerung der Fall sein’ konnte, die Menstrualblutfliissigkeit 
durch Methiimoglobinbildung etwas briiunlich gefiirbt, so konnte 
durch Zusatz von etwas Salzsiiure in ihr und in der Vergleichs- 
losung der gleiche Farbenton erzielt werden (Nr. 5, 14 der Tabelle), 
Ks wurde nun, je nachdem die Menstrualfliissigkeit oder die 
Bluthbsung die dunklere war, diese oder jene entsprechend ver- 
diinnt und so der Gehalt an Blut erhalten. In 3 Fiillen wurde 
auch durch Vergleich der Menstrualblutfliissigkeit mit einer 
Kohlenoxydhimoglobinlésung von bekanntem Gehalt der Himo- 
globingehalt bestimmt. Meist wurde dann der Hiimoglobin- 
vehalt des Blutes in dieser Weise bestimmt, in einigen Fallen 
vor und nach der Menstruation. Die gewonnenen Resultate 
sind in der Tabelle zusammengestellt. 

Zuerst sind 4 Bestimmungen bei Personen angefihrt, 
welche voll entwickelt waren, in jugendlichem Alter standen, 
normalen oder fast normalen Blutbefund zeigten und deren 
Menstruation normal stark erschien, jedenfalls in der tib- 
lichen Weise beurteilt, nicht als schwach zu bezeichnen war. 
Es waren keine Erscheinungen von Ani&mie oder Chlorose an 
den inneren Organen wahrnehmbar. Die Erkrankungen, wegen 
deren sie im Krankenhaus waren, waren nicht derart, dab sie 
den Ablauf der Menstruation wesentlich beeinflubten. Bei ihnen 
beliiuft sich der Blutverlust auf 26 bis 52 cem, im Mittel auf 
37 com. Bei Nr. 2 ist zum Vergleich der Blutverlust im Fieber 
und bei Abnahme des Hiimoglobingehaltes des Blutes angegeben. 

Sehr verschiedene Werte ergaben altere Frauen (Nr. 5, 6, 
7), welche sich in der Nithe der Menopause befanden. Sie bewegen 
sich zwischen 3 und 152 ccm. Hier tritt entweder ein all- 
miihliches Versiegen der Menstruationsblutung ein oder es kommt 
zu hitufigen, unregelmiéBigen, reichlichen Blutverlusten. bei 

; Hoppe-Seyler u. Thierfelder, Handbuch der physiol.-chem, 


Analyse, 7. Auflage, 1903, S. 496. 
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diesen Frauen aus den niederen Stiinden bestehen im Anschlu} 
an die durchgemachten Geburten gewohnlich allerhand Ver- 
inderungen an den inneren Genitalien, Verlagerungen, Katarrhe 
des Uterus ete., welche dieses Verhalten erkliiren. So ist dies 
auch zum Teil bei unseren Fiillen. 

Chlorose (Nr. 8—11) driickt den Wert der Blutaus- 
scheidung herab. Hier fanden sich meist nur geringe Zahlen: 
),2 bis 29,3, im Mittel 15,2 com. Das Midchen mit dem hochsten 
Wert litt tibrigens an Cervikalkatarrh, also einer Erkrankung, 
welche zu stirkerer Hyperiimie des Uterus fiihren konnte, wiihrend 
die andern nur Gonorrhoe der Urethra ohne Mitbeteiligung des 
Uterus zeigten. Auch eine anaimische Frau von 41 Jahren (Nr. 12) 
mit 10,9°/o Hb im Blute hatte nur den geringen Blutverlust 
von 6,9 cem, was zum Teil auf die Aniimie, zum Teil auf das 
Alter bezogen werden kann. Hierher gehort wohl auch Fall 13, 
der eine schwiichliche, schlecht erniihrte Person mit starker 
sekundiarer Syphilis, einem Gehalt des blutes von 11,1°/o Hb 
und immer sehr geringer, kurz dauernder Menstruation betraf. 
Diese verlor auch nur sehr wenig (1,7 ccm) Blut. Chlorose, 
Anamie, schlechte Ernihrung fiihren also zu Verringerung des 
Blutverlustes bei der Menstruation. 

Fieber scheint ebenfalls die Ausscheidung des Blutes 
manchmal zu verringern. Dafiir wiirde sprechen, daBb in Fall 2 
der Blutverlust wiihrend einer fieberhaften Ohr- und Mandel- 
entziindung nur 14,8 ecm betrug, wiihrend dasselbe Midchen 
unter normalen Verhiiltnissen 41,5 ccm verlor. 

Erkrankungen des Uterus sind natiirlich von starker 
Einwirkung auf die Menstruation. Besteht ein chronischer Keiz- 
zustand im Uterus, sind Myome etc. vorhanden, so kann der 
Blutverlust sich bis zu einer Hohe steigern, welcher das All- 
gemeinbefinden stark schiidigt und schwere Aniimie zur Folge 
haben kann. 

Sehr profuse Menstrualblutung zeigte Fall 14. Hier besteht 
neben Syphilis des Zentralnervensystems, besonders des Riicken- 
marks, eine starke Metritis mit deutlicher Vergréberung des 
Uterus. Die Menstruation dauerte auch linger als normal. 


Wihrend 3 Tagen konnte die ganze Blutmenge, die durch den 
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Gonorrhoe der Urethra. 
leichter Cervikalkatarrh, 
Bartolinitis 
Gonorrhoe der Urethra, 


spitze Condylome 


nur breite Condylome 


Geringe Erosionen an Vulva 


Retroflexio uteri, Erosion an 
Cervix 


Tiefstand des Uterus, sonst 
nichts Abnormes 
Gonorrhoe der Urethra, 
Retroflexio uteri, Cervikal- 
katarrh 


Gonorrhoe der Urethra 


Prolaps des Uterus, frither 
Cervikalkatarrh 


Starke breite Condylome 


VergrOferung des Uterus, 
Endometritis 


Gonorrhoe der Urethra. 


Cervikalkatarrh 


Otitis media. Fiebe 


Syphilis secund. 


Psoriasis. Syphilis? 


Hysterie 


Klimakterische Beschwerden 


Kpilepsie. Magenkatarrh. 
2 Geburten 


(‘hlorose 


Chlorose, Hb-Gehalt des Blutes 95°, 
des normalen (mit Hiimometer von 
Sahli bestimmt 
fieberlose Angina. 5 Geburten 
Schwiachlich. Spiiter Kintritt der 
Menstruation. Starke Syphilis secund. 


Syphilis des Zentralnervensystems 
Aniimie 
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Uterus abging, aufgefangen und gemessen werden. Sie betrug 
a76 com. Zwei Tage vor Beginn der Messung war der Hiimo- 
globingehalt des Blutes zu 10,43°/o bestimmt worden, nach 
) Tagen, also am Ende der Messung des Blutverlustes, betrug 
er 918° 0. Es hatte das Blut der Patientin also um 1,25°/o 
an Himoglobin abgenommen. Wenn man, wie dies gewohnlich 
eeschieht, 4,5 | Kérperblut annimmt, so hiitte sie 56,25 ¢@ Hiimo- 
globin oder pro Tag 11,2, in 3 Tagen 33,6 g abgenommen. 
In dem Menstrualblut von 3 Tagen befanden sich 36,9 ¢ Hiimo- 
globin. Es gibt dies eine Differenz von 3,3 g, welche als neu- 
eebildet wiithrend des Blutverlustes anzusehen ware. In diesem 
Kalle ist die schiidigende Einwirkung des profusen Blutverlustes 
auf das Korperblut deutlich. Bei einer schon vorher anamischen 
Person, wie Patientin es war, mute sie sich besonders geltend 
machen. Im Gegensatze hierzu kommt es oft auch bei Endo- 
metritis zu Verringerung oder vollkommenem Versiegen der 
Blutung. So ist wohl der geringe Blutverlust von 7,9 ccm bei 
Fall 15 in der Weise zu erkliren, dab der gonorrhoische 
Lteruskatarrh zu mangelhaftem Blutaustritt fiihrte. 

Die bei normal menstruierenden weiblichen Personen 
hier gefundenen Werte fiir den Blutverlust in einer Menstruations- 
periode erscheinen auf den ersten Blick ziemlich klein. In 
Wirklichkeit aber sind sie es nicht. Das Menstrualsekret ist zu- 
niichst diinner als Blut. leh fand bei 6 Frauen 35 bis 80°/o Blut 
in der aus der Vagina bei der Menstruation sich entleerenden 
Fliissigkeit, im Mittel 57,2°/o. Dem = entspricht es auch, dab 
die Vorlagen heller rot gefiirbt erscheinen, als wenn man mit 
unverdiinntem Blut sie zu fiirben versucht. Die starke Firbe- 
kraft des Blutes ergibt auch bei Verdiinnung auf die Hilfte 
noch eine so intensiv rot gefiirbte LOsung, dafii man damit 
Watte ete. intensiv. blutig fiirben kann. Mit 30 bis 40 ccm 
Blut, entsprechend verdiinnt, kann man, wie ich nachweisen 
konnte, eine grobe Menge von Wattestiicken etc. so triinken, 
daB volikommen das Bild entsteht, wie man es bei mittel- 
starker Menstruation erhiilt, wenn man zur Besichtigung die 
siimtlichen Vorlagen ete. aufheben und vorzeigen abt. 

Wie bei Magen-, Nasen- und Lungenblutungen ete., wird 
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auch hier die entleerte Menge Blut viel zu hoch angenommen, 
besonders da man die starke und doch oft kaum bemerkbare 
Verdiinnung durch Sekrete nicht beriicksichtigt. Ber intensiv 
blutig gefarbtem Urin konnte ieh durch dieselbe Methode auch 
nachweisen, dab sich nur wenige Kubikzentimeter in der Ge- 
samttagesmenge des Urins befanden. 

Die gefundenen Werte zeigen grobe Differenzen. Dies ent- 
spricht aber vollkommen der praktischen Erfahrung. Selbst bet 
demselben Individuum ist der Blutverlust sicher ein wechselnder. 
Kine Hauptschwierigkeit ist, ganz normales Beobachtungsmatertial 
zu erlangen. 

Da es nicht immer leicht gelingt, den Blutverlust bei der 
Menstruation einigermaben genau zu bestimmen, so wollte ich 
die von uns gefundenen Werte hiermit zur Kenntnis  bringen. 
Doch werden wir versuchen, durch weitere Beobachtungen 
die GréBe des Blutverlustes und seine Einwirkung auf den 
Organismus noch niher kennen zu lernen. 








Herstellung glykogenarmer Hefe und deren Anwendung zum 


Zuckernachweis im Harn. 
Von 
Eduard Buchner und Sigurd Mitsecherlich. 


: e : "5 _— ; 
Aus dem chem. Laboratorium der landwirtschaftlichen Hochschule zu Berlin. 
Der Redaktion zugegangen am 16. August 1904.) 


Die aus den Brauereien bezogene untergiirige Hefe besitzt 
einen schwankenden Gehalt an Glykogen, welcher sich bei 
manchen Versuchen stOrend bemerkbar macht. Stellt man zum 
Beispiel aus der Hefe Prefsaft her, so zeigt sich in diesem 
auch ohne Zufiigen von Zucker die Erscheinung der sogenannten 
Selbstgérung,!) welche zwar in der Regel nicht mehr als 10°/o 
der Menge Kohlendioxyd liefert, die garkraftiger Saft nach 
Zuckerzusatz entwickelt, aber doch das klare Bild der zell- 
freien Giirung verschleiert. Ebenso enthiilt auch die aus solcher 
Hefe durch Einwirkung von Aceton und Ather dargestellte 
Acetondauerhefe noch Glykogen und entwickelt, mit Wasser 
befeuchtet, ohne Zuckerzusatz, Kohlendioxyd. 

Wir haben deshalb versucht, das Glykogen aus den Zellen 
nach Moglichkeit zu entfernen, ohne jedoch zugleich den Zy- 
masegehalt und damit die Giirkraft zu schiadigen. Unter Be- 
niitzung der Erfahrungen von W. Henneberg?) gelang es leicht, 
dieses Ziel zu erreichen. 

Lift man die Hefe unter Wasser bei Zimmertemperatur 
liegen, so verschwindet das Glykogen nur sehr allméhlich, rascher 
bei Temperaturen von 30—40° C., wobei aber auch die Gir- 
kraft merklich abnimmt. Wesentlich bessere Ergebnisse lieferte 
einfaches Ausbreiten der abgeprebten und gesiebten Hefe in 
diinner Schicht an der Luft. Unter diesen Bedingungen ist im 
Kisschrank (bei etwa ++ 2° C.) nach ungefihr einem Tage kein 
Glykogen mehr nachzuweisen, bet Zimmertemperatur (etwa 
20° C.) in ungefiihr 8 Stunden, im Thermostaten (bei 35 bis 
49° C.) schon in 3—4 Stunden. Eine Schiidigung der Girkraft 
tritt hierbei meistens nicht ein, im Gegenteil haben wir in 
einigen Fiillen eine Zunahme derselben konstatieren k6nnen. 

Buchner und Rapp, Berichte d. d. chem. Gesellsch., Bd. 32. 
SG. POW ( TS99), 


2) Wochenschrift fiir Brauerei, Bd. 19, S. 651 (1902). 
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Die bei dieser Art des Lagerns reichliche Einwirkung der Luft 
scheint fiir die Herabminderung des Glykogengehalts ohne bBe- 
deutung zu sein, da das Kohlenhydrat nach vorliiufigen Ver- 
suchen ebenso rasch auch beim Ausbreiten der Hefe in Kohlen- 
siureatmosphiire oder im Vacuum bei 40° C. verschwindet. 
Vielleicht ist der eintretende Nahrungsmangel als Ursache der 
Glykogenabnahme zu betrachten, denn dieser komplizierte Zucker 
ist wohl ohne Zweifel als eine Art von Reservestoff aufzufassen.!) 
Das Verschwinden des Glykogens ist wahrscheinlich auf das 
Auftreten eines besonderen, diastaseihnlichen Enzymes von 
hvdrolytischer Wirkung zuriickzufiihren: die entstehende Hexose 
wird vermutlich sofort assimiliert oder vergoren oder veratmet. 

Zur Priifung auf Glykogen haben wir es nicht bei der 
einfachen Jodfirbung bewenden lassen, sondern Hefeprefsaft 
bezw. Acetondauerhefe hergestellt, die im Gegensatz zu den 
sleichen Priiparaten aus der urspriinglichen Hefe fast gar keine 
Selbstgirung mehr zeigten, bei Zuckerzusatz aber starke Giir- 
kraft aufwiesen. Die Abnahme der Selbstgérung gestattet, einen 
Schlu6B auf die quantitativen Meugen an Glykogen in den Hefe- 
zellen zu ziehen. Gemiaf der Giirungsgleichung erscheint ungefahr 
die Halfte des Zuckergewichtes nach der Giirung wieder als 
Kohlendioxyd; unter Bericksichtigung des Umstandes, dali das 
Glykogen vor der Vergiirung erst hydrolysiert werden mub, 
darf man annehmen, dai die Kohlensiiuremenge etwa 55°/o 
des urspriingiichen Glykogengewichtes reprisentiert. Unter Zu- 
erundelegung dieser Verhiiltnisse berechnet sich z. Bb. fir Ver- 
such 7 (s. u. Tab. IV) ein Glykogengehalt des Acetondauer- 
praparates aus der urspriinglichen Hefe von 13,5°%/o des gleichen 
Priiparates aus der glykogenarm gemachten Hefe von 1,8°/0.) 

') Henneberg, a.a. O. Bd. 19, S. 652 (1902) spricht die entgegen- 
gesetzte Ansicht aus, was uns unversténdlich bleibt und auch aus seinen 
Versuchsresultaten nicht hervorzugehen scheint, 

?) Wahrend der Austiihrung unserer letzten Versuche sind von 
W. Henneberg neue Studien iiber das Verhalten einiger Kulturhefe- 
rassen bei verschiedenen Temperaturen verOffentlicht worden, bei welchen 
unter anderem auch der Glykogengehalt verfolgt wurde. (Wochenschr. f. 
Brauerei, Bd. 21, S. 376, 402, 449, 458, 474 (1904).) Die Resultate stimmen 


vielfach mit den unseren iiberein; der Verfasser hat sich indes stets mit 


der Jodfiirbung zum qualitativen Nachweis des Kohlenhydrats begniigt. 
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Fir die Zuckerbestimmung im Harn 


scheint ein Bediirfnis nach einem Dauerhetepraparat vorzuliegen, 
welches eine gute Giirkraft, aber keine Selbstgiirung besitzt. 
Auch bei Anwendung leberfder Hefe kann hoher Glykogengehalt 
der Zellen unter Umstiinden Zuckergehalt im Harn vortiiuschen.! 
Die bisher unter dem Namen Zymin im Handel befindliche 
Acetondauerhefe eignet sich, wie EK. Miinzer-Prag?) nachgewiesen 
hat und Paul Kraus e-Breslau *) bestitigt, wegen ihres Glykogen- 
gehalts nicht fiir die Zuckerbestimmung. Nunmehr kann ein Pri- 
parat zur Verfiigune gestellt werden, welches den Anforderungen 
entspricht.’) Da die Dauerhefe sich in dem diabetischen Harn zu 
Boden setzen wiirde, was eine ungeniigende Einwirkung zur 
Folge hiitte,®) figt man dem allenfalls verdiinnten Harn 1 Vo- 
lumen konzentriertes Glyzerin zu, wodureh zugleich eine Ent- 
wicklung von Mikroorganismen verhindert wird.§) 

Fiir die Uberlassung vorziiglicher Unterhefe sind wir der 
SchultheirB-Brauerei, A.-G. 


Herr Dr. Gronow), zu grofem Dank verpflichtet. 


, Berlin (Laboratoriumsvorsteher 


Experimentelles. 

Die ersten Versuche in gréferem Mabstab erfolgten in 
der Weise, dai die gewaschene, stark glykogenhaltige, in der 
hydraulischen Presse von Wasser modglichst befreite Hefe mittels 
Durehtreibens durch ein feines Drahtsieb (Maschenweite 1 mm) 
in dinner Schichte auf Filtrierpapier ausgebreitet und 20 Stunden 
Im Eisschrank aufbewahrt wurde. (Versuch Nr. 1, Tab. I.) Beim 
zweiten Versuch war nach 20 Stunden das Giyzerin noch nicht 
vollstiindig verschwunden und die Hefe wurde deshalb nochmals 
# Stunden bei 20° gelagert. (Tab. 1, Nr. 2.) Nachdem die Jod- 
reaktion negativ ausgefallen war, wurde nach dem friither be- 

') W. Henneberg, a. a. O. Bd. 21, S. 459 (1904). 

2) Miinchn, medizin. Wochenschr. 1903, Nr. 45. 

‘) Therapie der Gegenwart, 1904, Miirz. 

' Kauflich ber Anton Schroder, Miinchen, Landwehrstrahe 45 

Vel. EK. Miinzer, Miinchn. medizin. Wochenschrift 1903, Nr. 46 

*) Die niihere Beschreibung der Versuchsanordnung und des ver- 


), 


wendeten Apparates wird Herr Dr. Rudolf Rapp in der Miinchn. medizin 


Wochenschrift verdffentlichen 
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schriebenen Verfahren!) aus beiden Priaparaten Acetondauerhete 
dargestellt, deren Girkraft bet Zuckerzusatz und deren Selbst- 
sirung ohne Zuckerzusatz in der tiblichen Weise geprift wurde.*) 
In beiden Fiillen ergaben die Acetondauerpriiparate gute Giir- 
kraft, aber nur eine iiuberst geringe Selbstgiirung, soda wir 
bei Versuch 1 durch eine besondere Probe mit der zehnfachen 
der gewohnlichen Menge Acetondauerhele feststellten, ob die 
winzige Kohlendioxydent wicklung nicht auf Gewichtschwankungen 
innerhalb der Fehlergrenzen zuriickzufiihren sind. Es ergab sich 
indessen hier eine deutliche, wenn auch geringe Kohlendioxyd- 
entwicklung, sodab die Praparate nicht als glykogenfrei, wohl 
aber als glykogenarm angesprochen werden kénnen. Eine voll- 
kommene Belreitung von Glykogen ist schon dadurch ausge- 
schlossen, dali die aus dem Brauereibetrieb enthommene Hefe 
tote Zellen enthalt, welche teilweise viel Glykogen aufgehdutt 
haben und dieses durch Lagern keineswegs verlieren. Die 
Menge des vorhandenen Glykogens ist aber eine so geringe, 
dali wir beim Aufstellen von 2 ¢ Acetondauerhefe mit 10 cem 
Wasser im Girrohrchen keine Gausentwicklung iniolge von Selbst- 
sirung wahrnehmen konnten. bemerkt set noch, dafv uns zur 
mikroskopischen Jodprobe eine halbprozentige Jodl6sung (0,5 Jod, 
1 ¢ Jodkalium, $00 cem Wasser) bessere Resultate gab, als die 
von W. Henneberg?) verwendete 3/10°/oige Jodlésung. Um 
erobe Unterschiede im Glykogengehalt festzustellen, hat uns auch 
die von Henneberg't) empfohlene makroskopische Jodfiirbung 
gute Dienste geleistet (Tabelle I siehe niichste Seite). 

Bei einem weiteren Versuche (Tab. Il) wurde direkt der 
Glykogengehalt der frisch aus der Brauerei bezogenen Hefe 
verglichen mit dem Gehalte an Kohlenhydrat in einer anderen 
Partie derselben Hefe, die 24 Stunden im Elisschrank ausge- 
breitet war. Aus beiden Hefen wurde diesmal nach dem mehr- 

') R. Albert, E. Buchner u. R. Rapp, Ber. d. d. chem Ges., 
Bd. 35, S. 2776 (1902); E. u. H. Buchner u. M. Hahn, «Die Zymase- 


gihrung», Miinchen 1903, 26d. . 
7) Diese und alle folgenden Versuche wurden doppelt ausgefiihrt, 
sodafi sich die Resultate gegenseitig kontrollieren. 
*) Wochenschrift fiir Brauerei, Bd. 19, S. 651 (1902 


*) Wochenschrift fiir Brauerei, Bd. 21. 3. 474 (1904 
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Tabelle I, 
Girkraft und Selbstgarung von glykogenarmer 
Acetondauerhefe. 
Auf 2 g Acetondauerhete 4 bezw. O g Rohrzucker + 10 
bezw. 100 com H,O +- 0,2 com Toluol; 22°. 








Befreiung Aceton-| Rohr- | Kohlendioxyd in g 
ler Hefe v F + ‘ker Wasser- 
itt OR” nach Stunden 
Glykogen hefe zusatz zusalz 
durch g g ccm 24 | 48 | 72) 96 
2 f 10 0.36 0.55 0.62. 0.68 


Ausbreiten 


» { 10 O36 0.05) 0.62. 0.65 
; 20) Stunden 5) 10 0.01 0.0 as 
i 14. VI. ‘e 01 
») sie {0 10.01 0.01 
eee 
2) ee 100 0.07 O08) 0.08 
Fisschrank 2() af 100 10.07 0.08'0.08| — 
Aus: vciten 2 A (0 104410.74 0,74 | 0.75 
2() ide | ‘ , ‘i a _— 
ote a 10 J 0.44 0,76 0,76, 0,77 
- |. . Fisschrank, 
, 2 = 10 O.OL OOF — 
sodann +4 std. 
hel 2()¥ » —_— 10 0.0] 0.0] a | — 




















fach beschriebenen Verfahren?) PreBsaft hergestellt, der aus 
der gelagerten Hete auf Zuckerzusatz eine bedeutend gesteigerte 
Giirkraft) aufwies, withrend die Selbstgarung und somit der 
Glykogengehalt auf eine sehr geringe Hohe, etwa 4/10 des ur- 
spriinglichen, zuriickgegangen war. Ein auffilliger Untersehied 
zeigte sich auch in der Opaleszenz der beiden Prebsifte, indem 
der Prefsaft aus glykogenhaltiger Hefe im auffallenden Lichte 
ganz trib und undurchsictig grau erschien, wogegen der Saft 
aus glykogenarmer Hefe unter den gleichen Umstanden merklich 
weniger trib, in manchen Fillen sogar klar und durchsichtig 
war. Der Glykogengehalt des Saftes scheint demnach von 
wesentlichem EinfluB auf das Aussehen und die Klarheit des 


Saftes zu sein. 


') S$. Monographie «Die Zymasegaéhrung», 1903, S. 58. 
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Tabelle IL. 
Garkraft und Selbstgirung von Prebsaft aus glykogen- 
haltiger und hernach vom Glykogen befreiter Hefe. 


Je 20 cem Prebsaft -+ 8 bezw. O g Rohrzucker +- 0,2 ecm 
Toluol; 22°. 





Zur Herstellune |Rohraucker-| Kohlendioxyd in g 





Nr. Datum des Prefisaftes zusatz nach Stunden 
verwendet o D4 is 79 OG 
2 21. VI. Glykogenhaltige tS 1.09 1.46) 1,63) 1,63 
Hefe & 1.05 | 1.45 | 1.59 | 1.60 


O14 O18 1019 0.19 


O14 O18 O19 O19 


Glykogenarme Hefe 1,36 | 1,83 | 1,93 | 1,93 
(24 Stunden 4 1.38) 1.85 1.99) 1,99 
im Ejisschrank Z 0.02 | | 0.02 

ausgebreitet) 

_ 0,02}; — | — | 0,02 














Die nun folgende Gruppe von zwei Versuchen (Tab. II, 
Nr. 4 u. 5) sollte AufschluB geben, ob es zweckmiibiger sei, die 
Befreiung von Glykogen durch Ausbreiten bei niederer Tem- 
peratur, wobei natiirlich liingere Dauer des Lagerns notig war 
(diesmal 2—3 Tage), oder bei 40° C. in kurzer Frist (4 Stunden), 
durchzufiihren. Von den erhaltenen glykogenarmen Hefen wurden 
sodann, wie von der urspriinglichen glykogenhaltigen Hefe, 
Acetondauerpriiparate hergestellt. Die Versuche tber Selbst- 
girung ergaben in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der 
mikroskopischen Jodreaktion, dal} in allen Fillen der Glykogen- 
gehalt sehr stark zuriickgegangen war. Da aber die Giirkraft 
nach Zuckerzusatz bei den glykogenarmen Acetondauerpriapa- 
raten, die nur durch einige Stunden wiithrendes Ausbreiten bei 
10° C. vom Glykogen betreit waren, sich wesentlich besser 
zeigte, wurde dieses Verfahren fiir alle folgenden Verfahren 
beibehalten. Schon bei Versuch 6 (Tab. II]) kam dasselbe allein 
zur Anwendung. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie SLL Od 








560 Eduard Buchner u. Sigurd Mitscherlich. 


Tabelle IIT. 

Girkraft und Selbstgiirung von Acetondauerhefe aus 
glykogenhaltiger und vom Glykogen durch Ausbreiten 
bei 2 bezw.’ 40° befreiter Hefe. 

Je 2 g Acetondauerhefe + 4 bezw. 0 g Rohrzucker 
+- 10 com Wasser +- 0,2 com Toluol; 22°. 











Zur Herstellung |Rohrzucker-}] Kohlendioxyd in g 
Nr. Datum der Dauerhefe zusatz nach Stunden 
verwendete Hefe o 94 | 481 72 | 96 
4 28. VI. Glykogenhaltige 4 0.31 0,63 | 0,78 O84 
Hefe \ 0.31 0,63 }0.79 O’4 
— 0.08! 0.10} — | 010 
— 0.08 0.08 — |} O09 
Glykogenarme Hefe 4 0,25 | 0,42 | 0,47 0,48 
(48 Stunden { 0,27 O47 O47 O47 
im Eisschrank — 0,02 '0,02; — 
ausvebreitet) one 0.021002; — 
Glykogenarme Hefe 4 0.36 0.66 0,82) 0.87 
(4 Stunden bei 40° 4 0.35 0.65 O81 O86 
ausgebreitet) — 0.02'0.003; — 
_ 0.00 0.00 
D 7. VII. Gly kogenhaltige t 0.34 0.61 0.69. 0.71 
Hefe 4 0.34 0.63 0,71 | 0.74 
— 0.06), — — 10.06 
— 0.05; — | — | 00a 
Glykogenarme Hefe 4 O19) 0,39) OA8 | 0.53 
(72 Stunden { O19 0,39) 0,48 0,53 
im Eisschrank — 0.01 - — | (0,01 
ausgebreitet) — ot) aw (OOF 
Glykogenarme Hefe 4 0.38 0,66 0.74 > 0.77 
(4 Stunden bei 40° 4 0.36 | 0.66 | 0.70 0.72 
ausgebreitet) —_ HM4ii ~ — {001 
— 0.01 ‘im 1 some ( 
6 13. VIL Glykogenhaltige 4 0.27 | 0,58 0,60 | 0,60 
Hefe 4. 0.28 0.59 0.61 0.61 
nee 008; —~ | — 1608 
~— 010) — | — !|0,10 
Glykogenarme Hefe { 0,29 0,62 | 0,63 | 0,63 
(4 Stunden bei 40° 4 0.51 0.65 0,65) 0.65 
ausgebreitet — 0.02; — — |0.02 
— 001) — | — |001 
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Endlich haben wir noch zwei Versuchsreihen ausgefiihrt 
(Tab. IV), bei welchen die bisherigen Resultate durch gleich- 
zeitige Herstellung von Prefsaft!) und von Acetondauerhefe 
kontrolliert wurden. Der Glykogengehalt der verwendeten Hefen 
war in beiden Fallen ein auberordentlich starker. Trotzdem 
gelang es, denselben durch 4 stiindiges Ausbreiten der Hefe bei 
40° C. bis auf ein sehr geringes Mafi herabzudriicken, wobei 
die Giirkraft der glykogenarmen Praparate nach Zuckerzusatz 
eine gute geblieben war. Erwiahnt mufi noch werden, da’ bei 
der Herstellung von Prefsaft aus der glykogenarmen Hefe der 
Versuche 7 und 8, welche also durch 4stiindiges Ausbreiten 
bei 40° hergestellt war, sich der bei diesem Verfahren auf- 
tretende Wasserverlust der Hefe sehr fiithlbar machte. Derselbe 
betrug bei Versuch 7 auf 300 g¢ Hefe 100 g, bei Versuch & 
auf dieselbe Menge sogar 125 g. Bei der Herstellung des Pref}- 
saftes setzten wir jeweilig das verlorene Wasser als solches vor 
dem Zerreiben mit Sand und Kieselgur wieder zu. Um = zu 
sehen, ob trotz dieses Wasserzusatzes doch beim Auspressen 
homogener Saft erhalten wird, haben wir bei Versuch 7 die 
leizten 20 cem Saft von im ganzen 150 ccm (aus 300 ¢ Hefe) 
gesondert aufgefangen und thre Giirkraft nach Zuckerzusatz 
bestimmt: sie war nur um sehr weniges besser, als die des 
zuerst ausgeprebten Saftes (s. den mit * bezeichneten Versuch 
der Tab. IV). Eine so geringe Steigerung ist bei fraktioniert 
aufgefangenem Saft immer zu konstatieren, da anfangs der Saft 
durch Wasser aus dem Preftuch und aufen an den Hefezellen 
hiingendes Wasser verdiinnt wird.?) 


Tabelle IV. 

Girkraft und Selbstgirung von Prebsaft und Aceton- 
dauerpriparat aus glykogenhaltiger und hernach 
glykogenarm gemachter Hefe. 

Je 20 cem Prebsaft -+ 8 bezw. O g Rohrzucker -++ 0,2 cem 


') Um vergleichbare Zahlen zu erhalten, wurde dabei immer so ge- 





arbeitet, daf’soviel Kubikzentimeter Prefisaft ausgepreft wurden, als der Halfte 
des Gewichtes der Hefe entspricht, also z. B. aus 300 g Hefe 150 cem Saft. 

*) S. E. Buchner u. R. Rapp, Ber. d. d. chem. Ges., Bd. 32, 
S. 2086 (1899); Monographie «Die Zymasegihrung» 1903, 5. 90. 
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Toluol oder 2 g Acetondauerhefe + 4 bezw. 0 g Rohrzucker 
+ 10 cem Wasser -+ 0,2 cem Toluol; ca. 25°. 











Zur Herstellung jet onl pinot in g 
1 ; — ee r- 6f 2UCKer nach Stunden 
Nr.} Datum des Praparats ee eT, TT ects 
verwendete Hefe | Priparats g 24 48 | 72 | 96 
7 119. VIL] Glykogenhaltige | Prefsaft 8 0,90 1,00 1,01 | 1,01 
Hefe 8 O88 1,00) 1,02 1,02 
i 0.23 0,27 | 0,28 | 0,28 
— 0,23, 0,26 | 0,27 | 0,27 
Dauerhefe f 0.25 0,35 | 0,36 0,36 
4 0,25, 0,35 | 0,85 | 0,35 
0,13 014) — | 0,14 
— 0.14 016) — | 016 
Glykogenarme Hefe }] Prefsaft 8 0,77, 0,90 | 0,91 0,91 
(4 Stunden bei 40° 8 0.75 0,90 | 0,92 | 0,92 
ausgebreitet) 8 *0.54 0,90 | 1,00) 1,00 
— 0,03, 0,04) — | 0,04 
— 0,03 0,04) — | 0,04 
Dauerhefe 4 0,40 0,60 | 0,61 | 0,61 
‘ 0,42 0,61 | 0,62 0,62 
— 0,01, 0,02, — | 0,02 
-— 0,01 0,02, — | 0,02 
8 }26. VIL] Glykogenhaltige | Prefisaft 8 O41! 0,45 047 0,47 
Hefe 8 0.41 0,45 046 0,46 
— 0,18) 0,20 | 0,22 | 0,22 
— 0,18; 0,20 | 0,22 | 0,22 
Dauerhefe + 0,41, 0,70 0,77 | 0,77 
( 0,42 0,71 | 0,80 | 0,80 
— 0,12) 0,12 | 0,12) — 
a 0,11) 0,12; 0,13; — 
Glykogenarme Hefe }| Prefsaft 8 0,54 0,73 | 0,76 | 0,78 
(4 Stunden bei 40° 8 0,52) 0,73 | 0,75 | 0,77 
ausgebreitet) — 0,00, 0,02 | — | 0,02 
_ 0,00, 0,02) — | 0,02 
Dauerhefe t 0,43 0,68 | 0,78 | 0,79 
4 0,44: 0,70 0,79 0,80 
_ 0,02 0,02' — | 0,02 
— 0,01 0,01) — | 0,01 

















* Uber diesen Versuch siehe oben im Text. 








Erwiderung auf Herrn G. Mansfelds Aufsatz: -Uber den 
Donathschen Nachweis von Cholin in Fallen von Epilepsie>.') 
Von 


Julius Donath. 


(Der Redaktion zugegangen am 2. August 1904.) 


Trotz meiner ausfiihrlichen Widerlegungen, welche ich diesem Ar- 
tikel des H. Mansfeld, der zuerst im «Magyar Orvosi Archivum> er- 
schienen ist, im «<Orvosi Hetilap» (1904 Nr. 11) zuteil werden lief, und 
trotz der seitherigen Arbeiten von Autoren, welche meine Ergebnisse 
direkt bestétigt haben, glaubt H. Mansfeld mit demselben auch vor ein 
groberes Publikum treten zu miissen. Es mége mir nun gestattet sein, 
hier meine Widerlegungen kurz zu fassen. 

Ich habe dort beziiglich des von mir verwendeten Alkohols mit- 
seteilt, dafs derselbe aus 99°/oigem Weingeist durch lingeres Stehen iiber 
entwissertem Kupfervitriol gewonnen wurde. Auch habe ich nicht 1 Stunde 
lang mit Alkohol ausgezogen, wie er urspriinglich die Léslichkeit des 
Salmiaks in absolutem Alkohol bestimmt hat, sondern hichstens 2—4 Mi- 
nuten, nimlich so lange, als eben zum Umriihren mit dem Glasstabe und 
Filtrieren notwendig war. Auch erfolgte das Extrahieren und Filtrieren 
unter einem grofen, mit Chlorcalcium versehenen Zylinderglas, um die 
atmosphirische Feuchtigkeit vom Alkohol méglichst fern zu halten, denn 
auch ich wufte, dafs absoluter Alkohol nach lingerem Stehen Salmiak 
zu ldsen imstande ist, was schon Gumprecht#?) in seiner Arbeit (S. 332) 
mit diesen Worten erwiihnt: «Da Spuren der Mineralsalze (er meint 
Chlorkalium und Chlorammonium) auch in den absoluten Alkohol iiber- 
gehen». Auch habe ich wahrgenommen, dafs aus solchem Alkohol direkt 
auskristallisiertes Ammoniumplatinchlorid dem Cholinplatinchlorid iihn- 
liche Gestalten gibt. Das einzige Verdienst dieser Mansfeldschen 
Nachpriifung, welche sich mit einer kleinen Episode meiner gréferen 
Arbeit beschaftigt, besteht also darin — dies beeile ich mich so- 
fort bereitwilligst anzuerkennen —, dafi absoluter Alkohol 
nach 1istiindigem Stehen 3,6°/o Salmiak zu lésen vermag, even- 
tuell davon auch schon in kiirzerer Zeit aufnehmen kann. Da- 
gegen sind alle ttbrigen Folgerungen von H. Mansfeld irrig. 

Denn wenn nach meinem Verfahren erheblichere Mengen von 
Chloralkalien in den Alkohol itibergegangen wiiren, wiirde es nicht zu 





') Diese Zeitschrift, Bd. XLII, Heft 1 u. 2. 
*) Verhandl. d. Kongresses f. inn. Medizin, Wiesbaden 1900. 
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verstehen sein, warum ich beim Behandeln eines Gemenges von salz- 
saurem Cholin mit Chloralkalien nicht 100 und noch weit mehr Prozente 
fir Cholin gehaltenen Rickstand bekommen habe? Die naheliegende 
Erklarung ist die, dafi nach meinem Verfahren erheblichere 
Mengen von Chloralkalieh in den Alkohol nicht tibergehen, 
obgleich es nicht ausgeschlossen ist, dai geringfigige Sal- 


miakmengen das Cholin begleiten und bei ihrer chemischen 


Verwandtschaft auch in ihnlichen Gestalten zusammen aus-: 


kristallisieren. Dies macht es auch erklirlich, warum ich nach meinem 
Verfahren in dem absolut alkoholischen Extrakt des Hundeharnes keinen 
Salmiak erhalten habe, der doch darin in grofer Menge vorkommt. Und 
doch habe ich, wie in meiner Arbeit angegeben. eine besondere Methode 
zum Nachweis des Cholins 1m Hundeharn ausgearbeitet und ich hatte 
es auch gern dort gefunden, wenn es vorhanden gewesen wire; aber 
selbst nach intracerebraler oder intravenéser Einverleibung von 3—7 cg 
Cholin war das Resultat im Harn negativ, ebenso wie es Mott u. Halli- 
burton sowie Gumprecht gefunden haben. 

In dieser Zeitschrift habe ich vorwiegend den chemischen Teil 
meiner Cholinarbeit und dementsprechend nur 3 Figuren gebracht. Aus- 
fiihrlich, besonders auch den tierexperimentellen Teil umfassend, erscheint 
sie demniichst in der «Deutsch. Zeitschr. f. Nervenheilkunde»>, wo ich 
11 Abbildungen von Cholinplatinchlorid-Priparaten bringe, darunter auch 
jenes Priiparat aus reinem, synthetischen Cholin, welches die weitere 
Bezeichnung «Einzelne ausgewiihlte kristallinische Formen» fithrt und 
deren Anbringung in dieser Zeitschrift, wo ich mich auf ein einziges 
synthetisches Priparat beschrinkte, nicht nétig war. H. Mansfeld kann 
also hieraus ersehen, dafs dabei nichts etwa unterdriickt werden solite. 
Es ist aber ein bedauerlicher Weise hartnickiges Ignorieren der Tat- 


sachen seitens H. Mansfelds, wenn — wie ich schon in meiner Ent- 
gegnung im «Orvosi Helilap» hingewiesen habe — unter anderen dort 


vebrachten Abbildungen auch die auf derselben Seite befindliche Figur 4 
aufer Acht gelassen wird, wo gerade bei genuiner Epilepsie die aufeinander 
geschobenen hexagonalen Tafeln und prismatischen Nadeln zu sehen sind, 
welche in jedem Lehrbuch als besonders charakteristisch fiir Cholinplatin- 
chlorid angefiihrt werden. 

Aber warum sollte Cholin in der Cerebrospinalfliissigkeit nicht 
vorkommen kénnen, wenn man — wie Gulewitsch') gezeigt hat — 
so betriehtliche Mengen Cholin aus frischem Ochsenhirn mit schwach 
angesiiuertem Wasser extrahieren kann, und Gumprecht aus tierischen 
Gehirnen, sowie aus dem Gehirn und dem N. ischiadicus eines Hingerich- 
teten mittels einfachen alkoholischen Auszuges Cholin nachweisen konnte. 


') WI. Gulewitseh, Uber die Leukomatine des Ochsengehirns. 
Diese Zeitschrift, Bd. XXVIL. 





Erwiderung auf Herrn G. Mansfelds Aufsatz. OOD 


Auferdem war Gumprecht, auf den sich H. Mansfeld beruft, 
imstande, unter 20 Kranken, die aber keine Nervenkrankheiten hatten, 
in 19 Fallen, sowie bei Rindern, bezw. Kiilbern das Cholin als Platinsalz 
— freilich in sehr geringer Menge — nachzuweisen. Auch fand Gum- 
precht in der Cerebrospinalfliissigkeit von Paralytikern, besonders aber 
von Meningitis-Kranken, und zwar bei den letzteren das meiste Cholin. 
Trotz alledem bildet H. Mansfeld aus dem Liquor cerebrospinalis eines 
an tuberkuldser Meningitis erkrankten Kindes immer nur angebliches 
Ammonium-Platinchlorid ab. 

Vor nicht langer Zeit hatte G. Cramer, Adjunkt der physiologischen 
Lehrkanzel der Universitét Edinburg, die Liebenswiirdigkeit, aus Anlaf 
meiner Cholinarbeit seine und seiner Mitarbeiter diesbeziiglichen Ar- 
beiten‘) einzusenden. In diesen werden die Untersuchungen von Mott 
und Halliburton einer strengen Kontrolle unterworfen, welche zu dem 
Ergebnis fiihren, dafs in dem Nervenextrakt sich wohl blutdruckherab- 
setzende Substanzen vortinden, diese Wirkung nicht aber blof§ dem Cholin 
zuzuschreiben ist. Sie konnten durch blofie Extraktion von frischem 
Ochsenhirn und Blut einen interessanten KOrper isolieren: das Dicholin- 
anhydrid. 

Warum soll, nach alledem, in der Cerebrospinalfliissigkeit kein 
Cholin vorhanden sein und durch den Alkohol nur derSalmiak und 
nie das viel leichter lésliche Cholin gelést werden? 

Unterdessen hat 8. A. K. Wilson-Edinburg auf der Bicétreschen 
Abteilung Pierre Maries meine Reaktion gepriift und meine Ergebnisse 
vollkommen bestiitigt gefunden.?) Er kombiniert mein Verfahren, das er 
die «<Donathsche Methode» nennt, um jede Spur von Alkaliplatin- 
chlorid auszuschliefen, mit dem von Mott und Halliburton ange- 
gebenen. Zu diesem Behuf wird das mittels absoluten Alkohols gewon- 
nene Cholinplatinchlorid nachtriglich noch mit 15°%/oigem Weingeist be- 
handelt, wobei sich nur das Cholinplatinchlorid lést, nicht aber Kalium- 
oder Ammoniumplatinchlorid. Erst das so erhaltene Filtrat lift er auf 
dem Objekttriger verdunsten, wobei aber gleichfalls die von mir 
beschriebenen Kristallgestalten gewonnen werden. 

1) Swale Vincent and W. Cramer, The nature of the physio- 
logically active substances in extracts of nervous tissues and blood, 
with some remarks on the methods of testing for choline. Journal of 


Physiology, Vol. XXX, No. 2, 1903. — Osborne and 8. Vincent, The 
pathological effects of extracis of nervous tissues. Ibid. Vol. XXV, No. 4, 
1900. — S. Vincent and W. Sheen, The effects of intravascular in- 


jections of extracts of animal tissues. Ibid. Vol. XXIX, No. 3, 1903. 

2) S. A. K. Wilson, La choline dans le liquide céphalorachidien 
comme un signe de dégénération nerveuse. Son importance clinique. 
(Sitzung der Société de neurologie de Paris vom 14. April 1904; Ref. 
tevue neurologique 1904, Nr. 8.) 
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Auch Wilson fand das Cholin in 30 Fallen von Nervenkrankheiten 
(Haemorrhagia cerebralis, Tabes, Epilepsia tarda, Epilepsia Jacksoniana, 
Paraplegia hysterica, Myelitis transversa, Tumor cerebri, Haematomyelia, 
Encephalomalacia, Hemiplegia syphilitica acuta) im Gegensatz zu anderen 
Krankheiten, und erklirt sogaf den Cholinnachweis als eine klinische 
Methode, welche zur Differentialdiagnose zugunsten von  organischen 
Nervenkrankheiten, gegeniiber von funktionellen, verwertet werden kann. 
Ich habe tiber diese wichtige Arbeit, anléfilich dieser Polemik, ausfithrlich 
in Nr. 23 (5. Jum) des «<Orvosi Hetilap» referiert, wovon H. Mansfeld 
beim Korrekturlesen seines Artikels Kenntnis haben mufste. 

Eine jiingste Arbeit tuber Cholin stammt von G. Rosenfeld- 
Straftburg, der in der Versammlung der siidwestdeutschen Neurologen und 
Irreniirzte (Baden-Baden 28. u. 29 Mai 1904) einen Vortrag hielt. Ich ver- 
fiige nur liber den kurzen Auszug desselben in der «Deutsch. med. Wochen- 
schrift> (1904 Nr. 28), der spater ausfithrlich veréffentlicht werden soll. 
Rosenfeld, heifst es daselbst, fand das Cholin in reichlicher Menge in der 
Cerebrospinalfliissigkeit bei 15 Fallen von organischer Erkrankung des Nerven- 
systems (Tumor, Tabes, Paralyse, Epilepsie, Encephalitis, multipler Sclerose, 
Korsakoffscher Psychose, Apoplexie). In 3 sicheren Fallen von Hydro- 
cephalus fehlte das Cholin in der Spinalfliissigkeit, oder es fand sich nur 
in ganz geringer Menge, die erst beim lingeren Stehen des Alkohol- 
extraktes austiel. In einem Fall von Hirntumor fand der Vortragende 
reichliche Mengen von Cholin im Urin, wenn mehrere Liter ver- 
arbeitet wurden. 

Demnach verhalt sich die Sache so: Mit meinem Ver- 
fahren erhidlt man Cholin, welches aber noch minimale Mengen 
von Salmiak enthalten mag, und auch letztere kann man ginzlich 
entfernen, indem man nach Wilson, das Verfahren von Mott u. Halli- 
burton anschliefend, mit 15°/oigem Weingeist behandelt. 

Indem ich diese Polemik meinerseits als abgeschlossen betrachte, 
moéchte ich zam SchlufS noch bemerken, dafs§ ich gegenwiartig im Besitz 
von zwei Cholinreaktionen bin, bei welechen die Gegenwart von Chlor- 
alkalien itiberhaupt gar keine Rolle spielt. Dariiber hoffe ich in Balde zu 


berichten. 


Uber eine Reaktion im Harn bei der Behandlung mit Resorcin. 
(Erwiderung an Herrn Prof. H. Rosin.) 
Von 
Rudolf Adler und Oscar Adler. 


(Der Redaktion zugegangen am 9. August 1904.) 


Auf die Bemerkung des Herrn Prof. Rosin in Bd. XLI, Heft 6 dieser 
Zeitschrift zu unserer Arbeit «Uber eine Reaktion im Harn bei der Be- 
handlung mit Resorcin» Bd. XLI, Heft 3 haben wir folgendes zu erwidern: 

Der Zweck unserer Untersuchung war lediglich der, die Ursache 
der bei der Resorcinreaktion auftretenden Rotfiirbung zu ermitteln, was 
uns auch insofern gelungen ist, als wir den Nachweis erbrachten, <daf 
es die salpetrige Séure ist, welche im Harn beim Kochen mit Resorcin 
und Salzséure die Rotfairbung hervorruft». 

Aus diesem Grunde glaubten wir keine Veranlassung zu haben, 
auf die uns wohlbekannte Arbeit des Herrn Prof. Rosin, welche ja 
einen ganz anderen Zweck verfolgt, Riicksicht zu nehmen. 
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Dr. G. Schwalbe. Mit sechzehn Abbildungen im Text 
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»Den Arbeiten von Ecker und Ammon fiir Baden, von J. Ranke fiir 
Bayern reihen sich in ausgezeichneter systematischer Weise die Arbeiten 
der Strassburger anthropologischen Schule an, die unter G. Schwalbes Fiihrung 
einen der Brennpunkte anthropologischer Forschung in Deutschland bildet. 
Es war ein besonders gliicklicher Gedanke des Leiters der dortigen Anatomie, 
alle daselbst eingelieferten Leichen auf ihre wichtigsten anthropologischen 
Merkmale zu untersuchen, und so hat sich bereits ein genau beobachtetes 
Material von 2700 Individuen beider Geschlechter und aller Altersstufen 
dort angesammelt, von denen 1800 allein dem Unterelsass angehéren. Aber 
das ist nicht das einzige Material, auch Beobachtungen an Lebenden (besonders 
bei Rekrutenaushebungen), sowie Grabreste aus alter und neuerer Zeit dienen 
mit zur Gewinnung des Gesamtbildes der Anthropologie Elsass-Lothringens, 
das in Einzeluntersuchungen zur Darstellung kommen und nicht nurdie Typen 
der jetzigen Bevolkerung, sondern auch méglichst eingehend die Wande- 
lungen der somatischen Verhaltnisse des Landes im Laufe der Zeiten um- 
fassen wird... .“ Emil Schmidt, Globus 1898. 
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versucht ein Bild des chemischen Riistzeuges zu geben, dessen sich der 
Tierkérper bei denjenigen Vergiftungen hbedient, deren Verlauf man 
chemisch verfolgen kann..... > 
Naturwissenschaftliche Wochenschrift. N. F. III. Nr, 23. 


«Der Inhalt dieser Arbeit laf&t sich kurz nicht wiedergeben. Wir 
empfehlen aber ihre Lektiire allen, die an toxikologisch-chemischen 
| Fragen Interesse haben.» 
Pharmaceutische Zeitung 1903, Nr. 86. 
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